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RESUMO 
O aparecimento da pandemia do VIH na última década do século XX foi 
responsável pelo aumento do número de casos de tuberculose e também de 
infecções oportunistas por Micobactérias Não Tuberculosas (MNT) nesta população. 
O maior número de casos foi devido a infecções por micobactérias do complexo M. 
avium (MAC). 
Posteriormente, foi descrito que estas infecções eram frequentes noutros 
grupos da população que tinham em comum a existência de deficiências no sistema 
imunitário (e.g., transplantados, indivíduos com problemas do fórum oncológico). 
Paralelamente, começou a aumentar o número de MNT que eram consideradas 
como potenciais agentes etiológicos de infecções. Entre estas, salientamos o M. 
kansasii, M. abcessus, M. chelonae, M. malmoense e M. xenopi. 
  Actualmente, as infecções por MNT são um grave problema de saúde pública, 
que afecta tanto os indivíduos imunodeprimidos como os imunocompetentes, cujo 
diagnóstico e tratamento são muito difíceis devido à elevada taxa de resistência aos 
fármacos actualmente disponíveis. Este facto conduz a uma situação paradoxal em 
que microrganismos classificados nas classes I e II sejam equiparados a 
microrganismos como o M. tuberculosis na sua vertente mais assustadora (estirpes 
multirresistentes). 
O primeiro passo para a resolução dos problemas levantados por estas 
infecções é a implementação de métodos de diagnóstico eficazes e rápidos. Estes 
devem permitir ao clínico não só implementar rapidamente uma terapêutica eficaz, 
como evitar a propagação das infecções a outros membros da comunidade. Este 
trabalho pretende ser um contributo para alcançar este objectivo. Para tal, 
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identificámos de acordo com as directrizes vigentes, pelos menos dois métodos de 
biologia molecular e um método fenotípico, 54 estirpes de MNT (anos 2008-2009) 
pertencentes à colecção de estirpes bacterianas da Unidade de Micobactérias do 
Departamento de Doenças Infecciosas do INSA. Os resultados obtidos pelos 
diferentes métodos foram comparados de forma a avaliar a sua eficácia. A 
comparação dos três métodos (PRA-hsp65, sequenciação do hsp65 e do 16S 
rRNA), combinado com algumas características fenotípicas chave (tempo de 
crescimento e produção de pigmento), demonstraram que a correcta identificação de 
estirpes isoladas necessita da combinação de pelo menos dois métodos. 
 
 
Palavras-chave: MNT, hsp65, 16S rRNA, PRA hsp65 
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ABSTRACT 
The last decade of the 20th century was marked by the appearance of the HIV 
pandemic. Together with this plague came not only the resurgence of tuberculosis 
but also the appearance of opportunistic infections due to nontuberculous 
mycobacteria (NTM) mainly by members of Mycobacterium avium complex (MAC).  
Later on these opportunistic infections were also often described in other 
groups of patients (e.g., organ transplanted and oncologic patients), which shared a 
compromised immune system. Concurrently, the number of NTM recognized as 
potential ethological agents of human diseases increased. Among these we highlight 
M. kansasii, M. abcessus, M. chelonae, M. malmoense and M. xenopi. 
Currently, NTM infections are an important health care problem, affecting both 
immunodepressed and immunocompetent individuals, with a difficult diagnose and 
treatment since NTM are highly resistant to the available drugs. This fact lead us to a 
paradoxical situation in which microorganisms rated as level 1 and 2, based on 
biohazard classification, represent a threat similar to Mycobacterium tuberculosis 
multidrug resistant strains. 
The first step to overcome this problem is the implementation of fast and 
efficient diagnosis methods. This will enable the physician to diagnose and rapidly 
implement a therapeutical scheme in order to treat the patient and prevent the 
spread of the disease within the community. The present work intends to be a step 
forward to the achievement of this goal.  
In the present work 54 NTM strains from the INSA, Infection Diseases 
Department bacterial collection (years 2008-2009) were identified at least by two 
molecular biology methods following accepted guidelines. The results rendered by 
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three different methods (PRA-hsp65, 16S rRNA and hsp65 sequention) were 
compared in order to analyze their performance in NTM identification. The main 
conclusion drawn from this work is that the correct identification of a NTM can only 
be achieved by the combination of at least two different methods. Usually is 
necessary to combine genotyping methods with the analysis of key phenotypic 
characteristics. 
 
 
Keywords: NTM, hsp65, 16S rRNA, PRA- hsp65 
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CAPITULO I – INTRODUÇÃO 
 
1. A IMPORTÂNCIA DAS MNT NA SAÚDE PÚBLICA 
As micobactérias são os agentes etiológicos de algumas das doenças 
infecciosas que tiveram maior impacto na saúde pública ao longo dos tempos. Entre 
estas encontra-se a lepra cujo agente etiológico, M. leprae, foi identificado em 1874 
por Hansen, e a tuberculose causada pelo bacilo de Koch (M. tuberculosis) 
identificado pelo mesmo em 1882. A classificação taxonómica destes 
microrganismos remonta a 1896, com a descrição do género Mycobacterium por 
Lehmann e Neumann166. O género foi integrado na família Mycobacteriaceae, ordem 
Actinomycetales e classe Actinomycetes. 
Os requisitos mínimos para a inclusão de uma espécie no género 
Mycobacterium são: i) a capacidade de resistir à descoloração quando tratados com 
álcool-ácido, ii) a presença de ácidos micólicos com cadeias carbonadas longas (60-
90 átomos de carbono) que, ao serem clivadas por pirólise, originam ésteres 
metílicos de ácidos gordos com um número de átomos de carbono que varia entre 
22 e 26 e iii) o conteúdo de Guanina e Citosina no ADN ser de 61-71 mol%, com a 
excepção do M. leprae que tem 54-57 mol%138. 
O género Mycobacterium inclui mais de 150 espécies entre as quais se 
encontram, para além do M. tuberculosis e M. leprae, espécies saprófitas 
geralmente ambientais, e.g., o M. smegmatis181. As últimas são actualmente 
designadas por Micobactérias Não Tuberculosas (MNT), tendo sido inicialmente 
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referidas como “microrganismos atípicos álcool-ácido resistentes” em 1935 num 
trabalho de Pinner134. 
As MNT são maioritariamente não patogénicas em indivíduos 
imunocompetentes; contudo são responsáveis por doenças oportunistas em sujeitos 
que apresentam diversas condições de predisposição181. Nos últimos anos, o 
impacto das infecções por estas micobactérias tem aumentado, principalmente em 
indivíduos imunocomprometidos35,68,91,100,181. Estes doentes, incluindo os com 
transplantes de órgãos, são conhecidos por serem mais susceptíveis a infecções por 
micobactérias53. Têm sido comunicados casos de infecções mistas por MNT e de 
surtos relacionados com alguns procedimentos como administração de injecções 
intramusculares, mesoterapia21,27,43,45,90,123,145,222. Também têm sido descritos surtos 
no pós-operatório de várias cirurgias, nomeadamente, de tratamentos 
estéticos28,56,188,197. Recentemente o M. massiliense esteve na origem de um caso 
de sépsis fatal185. 
Actualmente, o diagnóstico laboratorial de micobactérias é um desafio devido 
ao número crescente de novas espécies micobacterianas, ao impacto que têm na 
saúde pública e à emergência de estirpes resistentes aos antibióticos disponíveis.  
 
1.1. Significado clínico das MNT  
Os microrganismos são classificados pela Organização Mundial de Saúde 
(OMS) em diferentes grupos de risco que reflectem a sua virulência para um 
hospedeiro particular: o ser humano42,216. Esta classificação, que deverá ser utilizada 
apenas para fins laboratoriais, é apresentada na tabela 1.  
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Tabela 1. Classificação de microrganismos por grupo de risco. 
Grupo de Risco I Risco de infecção ausente ou baixo, tanto para o indivíduo 
como para a comunidade. Doenças nunca ou raramente 
descritas em adultos imunocompetentes. As espécies são 
geralmente classificadas como agentes oportunistas com baixa 
probabilidade de serem patogénicos. 
 
Grupo de Risco II Risco de infecção moderado para o indivíduo, mas baixo para a 
comunidade. As espécies são geralmente classificadas como 
potenciais agentes patogénicos ou oportunistas. 
 
Grupo de Risco III Risco de transmissão por via aérea, após a infecção a doença 
é grave e por vezes fatal. Alto risco para o indivíduo, mas 
moderado para a comunidade. Estas espécies são geralmente 
classificadas como agentes patogénicos estritos. 
 
Grupo de Risco IV Alto risco de infecção individual e da comunidade, sendo muitas 
vezes fatal. Não existem espécies de micobactérias incluídas 
neste grupo de risco. 
 
(Adaptado de World Health Organization, 2004216). 
 
As micobactérias estão integradas nos grupos de risco I, II e III (ver o Anexo I) 
sendo por isso muitas vezes classificadas como saprófitas (M. gastri), 
potencialmente patogénicas (M. fortuitum) e estritamente patogénicas (M. 
tuberculosis). O isolamento de patogénicos estritos em amostras clínicas conduz, na 
maioria dos casos, à identificação do agente etiológico da doença. Em espécies 
potencialmente patogénicas e saprófitas, como é o caso das MNT, a sua presença 
numa amostra clínica não significa necessariamente que sejam o agente etiológico 
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da doença. Uma vez que as MNT são microrganismos ambientais e são resistentes 
a muitos dos desinfectantes utilizados a sua presença pode ser o resultado de uma 
contaminação, e.g., das condutas de abastecimento de água, ou dum instrumento 
cirúrgico que não seja passível de esterilização pelo calor.  
Para evitar erros de diagnóstico algumas instituições, e.g., a Sociedade 
Torácica Americana, instituíram algumas regras para classificar uma MNT como 
agente etiológico de uma patologia. Por exemplo, numa infecção pulmonar, o 
diagnóstico microbiológico deve ser apoiado por sinais clínicos evidentes, como a 
exclusão de outras desordens (e.g., tuberculose), evidência radiológica de infiltrados 
(doença nodular ou cavitária) e por mais do que um isolamento da micobactéria do 
mesmo doente66. No caso de lesões fechadas é suficiente um único isolamento em 
amostras colhidas de forma asséptica101.  
Nas últimas duas décadas, têm sido relatados vários casos isolados de 
doença por MNT, bem como de surtos relacionados com cuidados de saúde, tais 
como infecções múltiplas ou recorrentes associadas a um único estabelecimento ou 
procedimentos hospitalares e pseudo-surtos (presumíveis surtos devido a falsos 
positivos de culturas de MNT)66. 
Uma amostra colonizada por micobactérias não tem qualquer significado 
clínico. Esta colonização pode resultar do contacto com equipamentos (e.g., 
endoscópios e cateteres intravenosos) contaminados com micobactérias. Contudo, 
na maior parte dos casos, a contaminação é veiculada através da água canalizada e 
do contacto do doente com micobactérias ambientais. Embora não seja obrigatório, 
a colonização pode evoluir para uma infecção. A colonização, bem como a infecção, 
pode ser transitória, intermitente ou prolongada. 
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Por último, a espécie de MNT isolada da amostra clínica pode ser o resultado 
de uma contaminação durante o processamento da amostra no laboratório. É 
importante fazer a distinção entre colonização, infecção e doença, e submeter a 
critérios rigorosos, a fim de determinar o significado clínico de um isolado 
micobacteriano de um espécime patológico. 
 
1.2. Pseudo-infecção 
 A pseudo-infecção, definida como a existência de uma cultura positiva 
(evidência laboratorial) na ausência de sinais clínicos de infecção, é uma situação 
frequente para as MNT, podendo contudo, ocorrer também com membros do 
complexo M. tuberculosis101. As MNT raramente são a causa de doença. Para 
algumas espécies a probabilidade de serem isoladas de amostras clínicas como 
resultado duma contaminação, durante a recolha ou processamento laboratorial da 
mesma, é maior do que como agente etiológico. No entanto, mesmo estas espécies 
podem, em certas circunstâncias, causar doença. O clínico, portanto, deve sempre 
conhecer o contexto em que um isolado de MNT foi obtido para avaliar com precisão 
o significado clínico do mesmo e evitar desnecessárias intervenções terapêuticas66. 
Alguns exames médicos e procedimentos invasivos utilizados na recolha de 
amostras clínicas requerem o uso de equipamentos especiais, e.g., endoscópios 
gastrointestinais e broncoscópios. Como estes instrumentos são difíceis de 
esterilizar podem contaminar a amostra durante a sua recolha causando, deste 
modo, uma pseudo-infecção. Por outro lado, estes mesmos instrumentos, quando 
contaminados por micobactérias ambientais ou por outras espécies podem ser 
Introdução  
6 
responsáveis pela infecção do doente, havendo possibilidade de evoluir para doença 
e consequentemente proporcionar a disseminação de pequenos surtos. 
Em geral, a contaminação de equipamentos médicos por M. tuberculosis tem a 
sua origem nos doentes. No caso das MNT a origem da contaminação reside 
maioritariamente na água canalizada, podendo ocorrer através de soluções usadas 
na desinfecção de endoscópios e durante a lavagem automática, entre outros171. No 
último caso, a contaminação pode resultar da presença de um biofilme no interior 
das máquinas61.  
 Tem sido sugerido que o tracto respiratório pode ser infectado com MNT sem 
evidência de doença, particularmente em doentes com doença respiratória crónica66. 
Esta condição tem sido referida como "colonização" e foi descrita com mais 
frequência para as espécies do MAC. A colonização sem infecção (i.e., sem invasão 
dos tecidos) é uma condição não comprovada para as MNT66. Como estas podem 
ser isoladas devido a contaminação ambiental, incluindo a contaminação das 
amostras clínicas, em geral é necessário para fins de diagnóstico o isolamento de 
uma espécie em mais do que uma amostra do mesmo doente. 
 A diferenciação entre verdadeira infecção e pseudo-infecção é de extrema 
importância, uma vez que o tratamento de algumas infecções é demorado e muitas 
vezes complicado (e.g., M. xenopi)66. 
 Como as MNT são comuns no ambiente e resistentes aos desinfectantes 
vulgarmente utilizados, podem estar presentes em amostras não estéreis dos 
doentes, tais como expectoração e equipamentos médicos contaminados. Esta 
ubiquidade pode ter como consequência as pseudo-infecções. Assim, é de extrema 
Introdução  
7 
relevância diferenciar pseudo-infecção e estabelecer a relevância clínica do isolado 
de MNT66. 
 
 
2. INFECÇÕES POR MNT MAIS FREQUENTES E MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 
ASSOCIADAS 
As infecções por micobactérias são influenciadas por múltiplos factores (Figura 
1.) que condicionam o desfecho das mesmas. A patogénese associada a infecções 
por patogénicos estritos, como o M. tuberculosis e M. leprae, estão bem 
documentadas175.  
Contudo, tal não sucede com as infecções por MNT incluindo a infecção por M. 
ulcerans, o agente etiológico da úlcera de Buruli, que é a terceira infecção por 
micobactérias mais comum na população humana136. Esta patologia tem uma 
distribuição geográfica confinada a países tropicais e africanos. Nos países 
ocidentais as infecções por MNT mais frequentes surgem na população 
imunodeprimida. A patogénese destas infecções, embora grandemente 
desconhecida, apresenta alguns denominadores comuns. 
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Figura 1. Representação esquemática dos diversos passos na interacção entre 
micobactéria/hospedeiro humano.  
(Adaptado de Casanova et al, 200229). 
 
Em doentes infectados com VIH, as infecções disseminadas por MNT 
normalmente só ocorrem quando o número de linfócitos T CD4+ apresenta valores 
inferiores a 50 células por microlitro77. Nos doentes não infectados pelo VIH este tipo 
de infecção tem sido associada a uma predisposição genética do hospedeiro. Esta 
resulta da existência de mutações nos genes do receptor de interferão (IFN)-!, no 
receptor #-1 da interleucina (IL)-12 e na IL-12 p40 que inviabilizam a activação das 
cascatas de sinalização intracelular, nomeadamente as que conduzem à secreção 
do factor de necrose tumoral (TNF)-" que desempenha um papel chave no controlo 
das infecções micobacterianas29,55. No conjunto, estes factos sugerem que a 
imunidade celular desempenha um papel fundamental na resistência do hospedeiro 
a infecções por micobactérias77. 
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O elevado número de potenciais agentes etiológicos associado ao tropismo para 
diferentes orgãos leva ao aparecimento de manifestações clínicas distintas e dificulta 
a caracterização das infecções por MNT. Contudo, tanto os agentes etiológicos 
como as manifestações clínicas mais relevantes estão perfeitamente identificados, 
pelo que serão descritas de seguida. 
 
2.1. Agentes etiológicos 
2.1.1. Mycobacterium abscessus 
Características gerais: Anteriormente denominado M. chelonae subsp. abscessus, 
foi reconhecida como nova espécie em 199297. O M. abscessus é uma micobactéria 
não-cromogénica de crescimento rápido, caracterizada pela sua incapacidade de 
crescer a 42ºC. Cresce em meio sólido de MacConkey, em meio liquido com uma 
concentração de cloreto de sódio de cinco por cento, não produz nitrato redutase e é 
incapaz de utilizar o citrato como única fonte de carbono. Esta micobactéria origina 
colónias mucóides morfologicamente idênticas às do M. chelonae.  
Epidemiologia: O M. abscessus é uma micobactéria ambiental. É isolado 
maioritariamente de amostras de água canalizada, mas também pode ser 
encontrado em amostras de solo. Em humanos, causa infecções da pele e tecidos 
moles. É a segunda MNT mais frequentemente isolada em doentes com fibrose 
cística que padecem de infecções respiratórias, logo depois do M. avium e em 
infecções extra pulmonares, imediatamente ao M. fortuitum66. A maioria dos casos 
de infecções por MNT que surgem após a administração de injectáveis estão 
associadas ao M. abscessus222. Esta micobactéria foi responsável por surtos de 
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abcessos pós-injecção na Colômbia e em infecções no pós-operatório de 
lipoaspirações e lipoescultura na Venezuela26,125,198. 
 
2.1.2. Mycobacterium asiaticum 
Características gerais: O M. asiaticum foi descrito pela primeira vez em 1971 por 
Weiszfeiler e colaboradores208. Esta MNT é um produtor fotocromógenico de 
crescimento lento, que pode ser diferenciado das restantes, pelo resultado positivo 
na hidrólise do Tween, e pelo resultado negativo na redução de niacina e nitrato.  
Epidemiologia: Em 1983, na sequência de cinco casos de doença pulmonar, foi 
considerado patogénico para o Homem15. 
 
2.1.3. Complexo Mycobacteriun avium 
Características gerais: O MAC é composto pelo M. avium, M. intracellulare, M. 
chimaera, M. colombiense, M. arosiense, M. bouchedurhonense, M. marseillense, M. 
vulneris e M. timonense30,194. São micobactérias de crescimento lento, não-
cromogénicas ou escotocromogénicas e que não hidrolisam Tween 80. As colónias 
de M. avium são geralmente lisas, planas e transparentes; no entanto, é possível 
visualizar colónias opacas, principalmente quando cultivadas em meio Lowenstein-
Jensen com períodos de incubação prolongada. Estas colónias tendem a 
desenvolver pigmentação amarela quando as culturas são mantidas à temperatura 
ambiente. 
 A espécie M. avium tinha, até recentemente, três subespécies diferentes: M. 
avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis e M. avium subsp. silvaticum. 
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Estas três subespécies apresentam entre si diferenças fenotípicas, genotípicas e 
epidemiológicas138,180. Recentemente, as estirpes de M. avium isoladas a partir de 
amostras humanas, foram classificadas numa nova subespécie: M. avium subsp. 
hominissuis119. O M. avium e o M. intracellulare podem ser distinguidas pela técnica 
de PRA (PCR Restriction-enzyme Analysis) do gene hsp65, porque ambas 
apresentam diferentes padrões de restrição99,129,176. 
Epidemiologia: O M. avium é isolado de amostras provenientes de ambientes 
antrópicos, como a água potável. Esta deverá ser uma das fontes de infecção mais 
comuns de doentes com SIDA por esta MNT. Vários estudos demonstraram a 
presença da mesma estirpe de M. avium em amostras de água canalizada e de 
doentes infectados colhidas no mesmo espaço físico121,199. As espécies que 
integram o MAC não apresentam um tropismo exclusivo em termos de hospedeiro. 
Para além do Homem, são capazes de causar infecções em suínos e aves. Embora 
existam semelhanças entre as estirpes que infectam os seres humanos e os 
animais, a transmissão animais-humanos não parece ser relevante101. O M. avium é 
o agente etiológico da maioria das infecções em doentes com SIDA66. Em contraste, 
o M. intracellulare tem sido encontrado com maior frequência em doentes que não 
padecem desta patologia. Por esta razão, é recomendada a diferenciação entre 
ambas as espécies, especialmente no contexto da infecção por VIH135. 
 As doenças pulmonares, em doentes imunocompetentes, são mais frequentes 
quando existe uma lesão pulmonar prévia (fibrose cística, diminuição da função 
pulmonar) e linfadenite cervical, que é uma doença esporádica nas crianças. Em 
doentes imunocomprometidos, particularmente em doentes com SIDA, a 
manifestação mais comum são as infecções disseminadas associadas a uma 
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redução do número de linfócitos CD4+ circulantes.  
 O M. chimaera foi isolado de doentes com diversas patologias pulmonares, o 
M. colombiense de sangue e expectoração de doentes infectados com VIH e de 
gânglios linfáticos em crianças124,186,200. O M. arosiense foi descrito numa criança 
imunocomprometida com lesões osteomielíticas disseminadas11. A análise da 
sequência parcial do gene rpoB permitiu distinguir o M. bouchedurhonense, o M. 
marseillense e o M. timonense de isolados de doentes com doenças pulmonares13. 
O M. vulneris foi isolado de uma ferida ulcerada numa mulher e de um nódulo 
linfático numa criança194.  
 
2.1.4. Mycobacterium celatum 
Características gerais: O M. celatum foi descrito pela primeira vez em 1993, após 
ter sido isolado de várias amostras clínicas do tracto respiratório24. As colónias têm 
sido descritas como não pigmentadas, mas a maioria das estirpes são amarelo 
pálido. O mais importante teste bioquímico distintivo parece ser a actividade 
arilsulfatase positiva. A ausência de crescimento a 45ºC permite diferenciar esta 
espécie do M. xenopi. 
Epidemiologia: O M. celatum está envolvido em infecções em doentes com SIDA. 
Recentemente foi descrito um caso de infecção pulmonar grave num doente, 
aparentemente imunocompetente133. 
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2.1.5. Mycobacterium chelonae 
Características gerais: Em 1953, foi isolada uma nova espécie de micobactérias, o 
M. abcessus, a partir da biópsia dum abcesso no joelho de um doente101. Na 
sequência dos estudos de Stanford e Pattyn, que tiveram como objecto estirpes 
isoladas de amostras de abcessos formados após a administração de injectáveis, 
surgiu oficialmente a designação de M. chelonae130,174. 
 O M. chelonae é uma micobactéria não-cromogénica de crescimento rápido. As 
colónias são mucóides e surgem em menos de sete dias de incubação, utilizando 
meios de cultura convencionais (e.g., Lowenstein-Jensen e meio Midlebrook 7H11). 
As principais características bioquímicas são: resultado positivo em três dias para 
arilsulfatase, crescimento em meio de MacConkey sem cristal violeta, resultado 
negativo para a absorção do ferro e redução de nitrato.  
 Esta espécie deve ser diferenciada de outras espécies potencialmente 
patogénicas não pigmentadas de crescimento rápido, tais como o M. fortuitum e o M. 
abscessus, pois o tratamento pode variar de acordo com a espécie66.  
Epidemiologia: Esta espécie é abundante nos ambientes antrópicos, como a água 
canalizada, mas também tem sido isolada de outras amostras de água colhidas em 
lagos, rios, mar e sistemas de águas residuais. A sua presença ubíqua no ambiente 
explica o facto desta espécie ser um contaminante comum nos laboratórios. Devido 
à sua ubiquidade, pode contaminar soluções, dispositivos médicos e traumatismos 
cirúrgicos. Nos humanos está associada a infecções no aparelho respiratório, 
tecidos moles e infecções disseminadas, principalmente em doentes com factores 
de risco como o transplante renal, cirurgia e corticoterapia101. Recentemente foi 
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responsável por vários surtos após cirurgia oftalmológica por laser e procedimentos 
estéticos (cirurgia plástica, mesoterapia)32,153,202. 
 
2.1.6. Mycobacterium fortuitum 
Características gerais: O M. fortuitum foi descrito por Costa da Cruz em 193858. É 
uma MNT ambiental, não-cromogénica de crescimento rápido. Esta micobactéria 
apresenta resultado positivo para os seguintes testes bioquímicos: arilsulfatase em 
três dias, crescimento em meio de McConKey sem cristal violeta, crescimento a 
42ºC e na presença de uma concentração de cloreto de sódio de cinco por cento e 
actividade de nitrato redutase. O M. fortuitum é incapaz de utilizar inositol e manitol 
como fontes de carbono. As colónias não são pigmentadas e apresentam aspecto 
rugoso.  
Epidemiologia: Esta espécie tem sido isolada a partir de amostras de água 
canalizada, sistemas de distribuição de água e de diversos solos, em todo o 
mundo101. Nos seres humanos, é frequentemente associada a infecções cutâneas e 
mais raramente a doença pulmonar e infecção disseminada66. É responsável por 
infecções após mamoplastia e outros procedimentos de cirurgia plástica, sendo 
também agente etiológico comum nas infecções do esterno após cirurgia 
cardíaca39,96,146,202. 
 
2.1.7. Mycobacterium genavense 
Características gerais: O M. genavense foi isolado pela primeira vez, em 1992, a 
partir do sangue de um doente com SIDA20. Esta micobactéria apresenta a 
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particularidade de ser incapaz de crescer em vários meios sólidos correntemente 
utilizados na identificação de micobactérias, como meio de Lowenstein-Jensen e 
meio Middlebrook 7H11. Esta caracteristica faz com que muitos laboratórios não a 
consigam identificar.  
Epidemiologia: A fonte de infecção por M. genavense nos humanos é 
desconhecida, embora tenha sido proposto que à semelhança do M. avium tenha 
origem no intestino46. O M. genavense, geralmente, causa doença em indivíduos 
com SIDA e pode ocorrer em combinação com outras micobactérias, como o M. 
avium66. Um caso de infecção por M. genavense disseminada foi relatado por Hadad 
e colaboradores67. 
 
2.1.8. Mycobacterium gordonae 
Características gerais: O M. gordonae é ubíquo no ambiente, tem crescimento 
lento e é escotocromogénico. Esta espécie hidrolisa Tween 80, não é capaz de 
reduzir o nitrato, sendo o teste da urease é negativo e o da catalase positivo. As 
colónias são lisas, com pigmentação amarela ou laranja. Embora consiga crescer no 
intervalo térmico compreendido entre 25 e 37ºC, a temperatura de crescimento 
óptimo é 37ºC. A análise das sequências do gene 16S rRNA demonstrou uma 
separação entre M. gordonae e o M. asiaticum148,174. Como o M. gordonae é uma 
espécie muito polimórfica tem vários padrões de restrição PRA49,68,179.  
Epidemiologia: O M. gordonae é uma MNT ambiental, vulgarmente encontrada na 
água101. Esta espécie é o contaminante laboratorial mais comum em 
micobacteriologia66. O M. gordonae pode causar infecções, especialmente em 
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indivíduos com deficiências no sistema imunitário, tais como: doentes com SIDA, 
submetidos a terapêutica com corticoesteróides, com carcinoma, submetidos a 
diálise peritoneal, transplantados e em crianças4,10,18,152,207. 
 
2.1.9. Mycobacterium haemophilum 
Características gerais: M. haemophilum foi descrito pela primeira vez em 1978, 
como o agente etiológico de infecções cutâneas em doentes com doença de 
Hodgkin170. É uma micobactéria de crescimento lento que tem requisitos especiais 
de crescimento, como a adição de ferro (hemina ou citrato de amónio férrico) ao 
meio de cultura. A temperatura óptima de crescimento varia entre 30-32ºC, à 
semelhança do M. marinum. 
Epidemiologia: M. haemophilum é um patogénico típico de doentes 
imunocomprometidos, particularmente aqueles com SIDA165. A infecção por M. 
haemophilum também tem sido descrita em adultos imunocompetentes, ao nível da 
cervical, da mandíbula inferior e de nódulos pulmonares. Em crianças são 
observadas linfadenopatias7,158,211. 
 
2.1.10. Mycobacterium kansasii 
Características gerais: Desde a descrição do M. kansasii, em 1955, têm surgido 
diversos relatos a documentam a sua presença em amostras de água101. Esta 
micobactéria de crescimento lento é fotocromogénica, cresce entre os 32-42ºC, 
sendo 37ºC a sua temperatura óptima. As principais características bioquímicas são 
a existência de reacção positiva para a catalase, urease, pirazinamidase, nitrato 
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redutase e hidrólise de Tween 80. A morfologia das colónias varia entre rugoso a liso 
com bordos irregulares.   
Epidemiologia: O M. kansasii foi isolado principalmente de amostras de água 
canalizada e raramente a partir do solo. Embora esta MNT afecte principalmente 
homens caucasianos de meia-idade, pode afectar doentes adultos de qualquer sexo, 
raça ou idade. Os factores de risco para infecção por M. kansasii incluem: 
pneumoconiose, doença pulmonar obstrutiva crónica (DPOC), doença 
micobacteriana anterior e alcoolismo5. 
 Em áreas geográficas onde a infecção pelo VIH é comum, mesmo fora das 
áreas endémicas para a doença pulmonar por M. kansasii, a prevalência de M. 
kansasii pode ser elevada17. 
 
2.1.11. Mycobacterium malmoense 
Características gerais: O M. malmoense foi descrito em 1977, com base num 
conjunto único de características bioquímicas e de cultura partilhado por sete 
isolados162. A identificação laboratorial do M. malmoense é, por vezes difícil, pois 
pode ser confundida com outras MNT de crescimento lento não pigmentadas, como 
o M. gastri, M. avium ou M. shimoidei. O resultado do teste de hidrólise de Tween 80 
é positivo e permite a diferenciação rápida do MAC.  
Epidemiologia: O M. malmoense tem sido isolado de amostras de água de 
nascentes da Finlândia e do solo no Japão82,155. Esta micobactéria é um patogénico 
que causa doença pulmonar, sendo muitas vezes responsável por infecções 
disseminadas em doentes imunocomprometidos221. 
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2.1.12. Mycobacterium marinum 
Características gerais: Foi descrito pela primeira vez em 1926, tendo sido isolado 
de peixes doentes e amostras colhidas em aquários. O M. marinum é uma 
micobactéria fotocromogénica de crescimento lento, que cresce entre 25-32ºC. As 
colónias são lisas e planas e a pigmentação pode ser observada tanto a 25ºC como 
a 32ºC (após várias subculturas pode ser mantida a 37ºC). As principais 
características bioquímicas são: redução de nitrato e catalase semi-quantitativa 
negativas, hidrólise de Tween 80 positiva (a maioria das estirpes), arilsulfatase e 
urease positivas. 
Epidemiologia: O M. marinum é uma micobactéria ambiental, principalmente 
associada a infecções em peixes. Nos humanos, esta micobactéria é o agente 
etiológico do "granuloma da piscina" ou "granuloma do tanque de peixes"110,215. O M. 
marinum está amplamente distribuído em ambientes aquáticos, em água doce e 
água salgada, especialmente em águas relativamente paradas ou estagnadas, como 
em tanques de aquacultura ou piscinas cuja água não tem cloro adicionado110. A 
infecção é geralmente adquirida através de uma lesão dos tecidos moles da mão 
num ambiente aquático. O M. marinum causa infecções dos tecidos moles 
envolvendo a pele e o osso8,85,110,215. 
 
2.1.13. Mycobacterium mucogenicum 
Características gerais: Inicialmente foi classificado no grupo das micobactérias 
semelhantes ao M. chelonae uma vez que, bioquimicamente, é similar a este. A 
análise do gene 16S rRNA revelou a sua diversidade relativamente a outras 
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micobactérias, tendo sido proposto o nome de M. mucogenicum173. Esta MNT é não-
cromogénica, de crescimento rápido e as suas colónias têm aspecto suave e 
mucóide. O seu perfil de ácidos micólicos é semelhante ao de outras micobactérias 
de crescimento lento (M. terrae, M. xenopi), mas é único entre as micobactérias de 
crescimento rápido. 
Epidemiologia: O M. mucogenicum é vulgarmente isolado de amostras de água 
canalizada. A maioria dos isolados apresenta colónias mucóides. Esta MNT pode 
ser o agente etiológico de infecções nosocomiais e, mais vulgarmente, de infecções 
pós-traumáticas de feridas204. 
 
2.1.14. Mycobacterium nonchromogenicum 
Características gerais: O M. nonchromogenicum foi descrito em 1965, por 
Tsukamura58. É uma micobactéria não-cromogénica de crescimento lento que 
pertence ao complexo M. terrae183. As principais características bioquímicas são a 
existência de reacção positiva para a hidrólise do Tween 80 e para a pirazinamidase 
e reacção negativa no teste de redução de nitrato. Esta micobactéria é caracterizada 
ainda pela existência de crescimento a 42ºC. 
Epidemiologia: O M. nonchromogenicum é uma micobactéria ambiental. Esta 
espécie é considerada como não patogénica, mas é o membro do complexo M. 
terrae mais frequentemente envolvido em infecções humanas, incluindo 
tenossinovite crónica após trauma142. Ridderhof e colaboradores concluíram que 
esta micobactéria é o único patogénico do complexo M. terrae142.  
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2.1.15. Mycobacterium scrofulaceum 
Características gerais: O M. scrofulaceum foi isolado de lagos naturais, rios e 
aerossóis59,209. Este microrganismo é uma micobactéria escotocromogénica de 
crescimento lento, cuja temperatura de crescimento óptima são os 37ºC, não 
hidrolisa Tween 80 nem reduz os nitratos. Os testes da urease (93%) e catalase (31-
99%) semi-quantitativa são, geralmente, positivos191. As colónias são lisas e a sua 
cor oscila entre o amarelo e o laranja.  
Epidemiologia: M. scrofulaceum foi isolado a partir de amostras ambientais, 
maioritariamente de água de lagos e rios, em países com climas quentes. Nos 
últimos anos, o número de isolados tem vindo a diminuir. Esta tendência pode ser 
explicada pela descrição de novas espécies isoladas de gânglios linfáticos, que no 
passado poderiam ter sido confundidas com M. scrofulaceum66. Esta MNT é um 
patogénico oportunista que tem sido associada a casos de linfadenite em crianças, 
infecções disseminadas, doenças pulmonares e infecções cutâneas79,108,159,214. 
 
2.1.16. Mycobacterium shimoidei 
Características gerais: O M. shimoidei foi descrito, em 1975, no contexto duma 
infecção respiratória189. Esta micobactéria partilha algumas características 
bioquímicas com outras espécies de micobactérias não-cromogénicas de 
crescimento lento, principalmente do M. malmoense e do complexo M. terrae. O M. 
shimoidei cresce a 45°C, mas não a 25°C e apresenta um resultado positivo para 
hidrólise de Tween 80 (10 dias).  
Epidemiologia: A maioria dos isolados clínicos de M. shimoidei estão associados a 
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doença pulmonar cavitária115,182. Na maioria dos casos os doentes tinham um 
historial de doença pulmonar pré-existente ou subjacente. Houve também um relato 
de doença disseminada num doente com SIDA66.  
 
2.1.17. Mycobacterium simiae 
Características gerais: O M. simiae foi isolado pela primeira vez em 196558. O M. 
simiae é uma micobactéria fotocromogénica que cresce a 37°C, mas não a 45ºC. 
Em alguns isolados clínicos o M. simiae pode assemelhar-se ao MAC, mas o teste 
de niacina permite a diferenciação destas espécies. É difícil diferenciar o M. simiae 
do M. scrofulaceum com base nos testes tradicionais, como a produção de niacina. 
No entanto, estas duas estirpes podem ser diferenciadas com base na produção de 
pigmento.  
Epidemiologia: O M. simiae é geralmente um contaminante ambiental, raramente 
associada com doença humana66. A maioria dos casos descritos são de doença 
pulmonar, embora também tenham sido descritos casos de infecção em doentes 
com SIDA66,195. 
 
2.1.18. Mycobacterium smegmatis 
Características gerais: O M. smegmatis foi isolado pela primeira vez por Lustgarten 
e colaboradores, em 188558. Este microrganismo é uma MNT cromogénica de 
crescimento rápido. As suas principais características bioquímicas incluem o 
crescimento na presença duma concentração de cloreto de sódio de cinco por cento, 
teste da arilsulfatase negativo (3 dias), redução de nitrato positivo e crescimento a 
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45ºC. Alguns autores mencionam o grupo M. smegmatis em que incluem as 
espécies recentemente descritas M. wolinskyi e M. goodie22. 
Epidemiologia: O M. smegmatis raramente é a causa de uma infecção significativa. 
Esta MNT tem sido associada a linfadenite, celulite, osteomielite, ou infecções de 
ferida. Também tem sido associada a infecções do esterno após cirurgia cardíaca, 
bacteremia de cateter intravenosa, e abcesso da mama após mamoplastia de 
aumento203. O M. smegmatis raramente é o agente etiológico de doença pulmonar65. 
 
2.1.19. Mycobacterium szulgai 
Características gerais: O M. szulgai é um patogénico comum em humanos e foi 
descrito pela primeira vez em 197258. É importante diferenciar o M. szulgai de outras 
micobactérias escotocromogénicas devido à sua patogenicidade. Esta micobactéria, 
de crescimento lento, é escotocromogénica a 37ºC, mas fotocromogénica a 25ºC. As 
suas características principais são a existência de resultados positivos nos testes de 
redução de nitrato e da presença de urease.  
Epidemiologia: A doença pulmonar, indistinguível da causada por M. tuberculosis, é 
o tipo mais comum de infecção causada pelo M. szulgai66. A infecção extra-
pulmonar devido a M. szulgai inclui casos de tenossinovite da mão, bursite do 
olécrano, osteomielite, ceratite, linfadenite cervical e infecção renal ou cutânea66. 
Têm sido relatadas infecções disseminadas em doentes com SIDA e doentes 
imunocomprometidos66.  
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2.1.20. Mycobacterium terrae 
Características gerais: O M. terrae foi descrito pela primeira vez em 1966, sendo 
uma MNT não-cromogénica de crescimento lento58. As principais características 
bioquímicas são: reacção positiva para a hidrólise Tween 80 e nitratase, reacção 
negativa para arilsulfatase, urease e pirazinamidase, e ausência de crescimento a 
42ºC. As colónias são rugosas e não pigmentadas. Outras espécies, como o M. 
hiberniae, M. nonchromogenicum, M. triviale e recentemente, o M. algericum, M. 
arupense, M. kumamotonense e M. senuense, têm sido consideradas como 
pertencentes ao complexo M. terrae114,122,154,183. No entanto, podem ser 
diferenciados com base nas características bioquímicas, análise de ácidos micólicos 
e sequenciação do gene 16S rRNA66.  
Epidemiologia: O M. terrae é uma micobactéria ambiental que tem sido isolada de 
amostras de água, solo e vegetais. A sua recuperação a partir de amostras clínicas 
deve ser considerada como uma contaminação, a não ser que seja repetidamente 
isolado. No entanto, esta espécie tem sido descrita como causa de infecções em 
humanos, tais como infecções no joelho, sinoviais, pulmonares, e apenas raramente 
infecções disseminadas em doentes com SIDA101. 
 
2.1.21. Mycobacterium ulcerans 
Características gerais: M. ulcerans foi isolado pela primeira vez em 1948, da 
biópsia de uma úlcera101. Este microrganismo é uma micobactéria ambiental de 
crescimento lento, que pode ser ligeiramente pigmentada. Esta espécie cresce em 
meio de LJ, meio líquido MGITTM (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, 
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EUA) ou meio Middlebrook 7H9 em condições de microaerofilia (2,5 - 5% de 
oxigénio). A temperatura de crescimento óptima é de 30ºC. A técnica de PRA-hsp65 
permite a diferenciação entre o M. ulcerans tipo 2 e o M. marinum tipo 1.  
Epidemiologia: O M. ulcerans causa lesões necróticas progressivas da pele e 
tecidos subjacentes, conhecida como úlcera de Buruli59. A infecção ocorre através 
do contacto de áreas da pele, com feridas abertas, com água contaminada ou com o 
solo. As lesões são mais frequentes em crianças e jovens adultos, resultando muitas 
vezes em deformidades das extremidades dos membros66. 
 
2.1.22. Mycobacterium xenopi 
Características gerais: O M. xenopi foi descrito pela primeira vez em 195958. A 
principal característica desta micobactéria reside na sua capacidade de crescer a 
45ºC. Esta micobactéria é ainda caracterizada por uma reacção positiva para a 
arilsulfatase e negativa para a hidrólise de Tween 80. Estas características são 
importantes porque M. xenopi pode ser erradamente identificado como M. avium ou 
M. intracellulare.  
Epidemiologia: Foram descritas infecções extra-pulmonares e disseminadas em 
doentes imunocomprometidos, sendo a SIDA um factor de risco para infecções por 
M. xenopi164. Haffner e colaboradores consideraram o M. xenopi como a espécie 
mais frequentemente identificada no laboratório de rotina68. 
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2.2. Manifestações Clínicas e Epidemiologia 
As MNT apresentam a capacidade de afectarem diferentes orgãos do 
hospedeiro, exibindo um tropismo diferente consoante a idade do mesmo. Nos 
adultos, a doença pulmonar crónica, infecção dos ossos, articulações e tendões são 
as patologias mais frequentes. Nas crianças, a pele e os nódulos linfáticos são os 
órgãos mais afectados. As principais patologias são as que descrevemos em 
seguida. 
 
2.2.1. Infecções pulmonares 
A doença pulmonar causada por MNT ocorre normalmente na doença 
estrutural pulmonar, tal como: DPOC, bronquiectasia, fibrose cística, 
pneumoconiose, prévia tuberculose, proteinose alveolar pulmonar e distúrbios de 
motilidade esofágica66. 
A doença pulmonar crónica é a manifestação clínica mais comum das MNT66. 
As MNT isoladas com maior frequência nos EUA, são do complexo M. avium (MAC) 
seguido pelo M. kansasii e M. abscessus66. Na Europa, são frequentes as infecções 
causadas por M. xenopi e, particularmente na Escandinávia e Grã-Bretanha, o 
principal agente etiológico é o M. malmoense73,84. Os doentes com fibrose cística 
são mais susceptíveis a infecções bacterianas, sendo as crianças mais afectadas 
pelo M. abscessus e espécies próximas e os adultos por membros do MAC181.  
Embora as micobactérias de crescimento lento sejam as principais 
responsáveis pelas doenças pulmonares e linfonodais, as MNT de crescimento 
rápido, em particular o M. immunogenum, são as espécies mais frequentemente 
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envolvidas na pneumonia por hipersensibilidade12,183. O M. bolletii (actualmente 
reclassificado como M. abscessus subsp. bolletii) é um patogénico emergente, 
responsável por infecções do tracto respiratório em doentes com função respiratória 
comprometida, sendo muito resistente à claritromicina2,103.  
 
2.2.2. Infecções linfonodais 
A linfadenite cervical localizada, causada por MNT, é mais comum em 
crianças. Nas crianças, com idades compreendidas entre um e cinco anos de idade, 
é observado um pico de incidência25,71,213. Na ausência de infecção por VIH, a 
linfadenite raramente afecta adultos66. 
Nas últimas décadas foi observada uma importante mudança na etiologia da 
linfadenite cervical. O M. scrofulaceum, anteriormente considerado como a causa 
predominante da doença, passou a ser bastante raro, enquanto que 80% dos casos 
foram atribuídos às micobactérias do MAC213. Na Escandinávia, Reino Unido, norte 
da Europa e Israel, tem vindo a aumentar a incidência desta doença devido ao M. 
malmoense e M. haemophilum41,73,112,221. Verifica-se o aumento do número de 
isolamentos, a partir de biópsias de nódulos linfáticos, de espécies de MNT 
recentemente descritas, nomeadamente M. lentiflavum e o M. bohemicum80,132. 
 
2.2.3. Infecções na pele e tecidos moles 
Embora praticamente todas as espécies de MNT tenham sido descritas como 
agentes etiológicos de doenças cutâneas, as espécies que mais frequentemente 
causam infecções localizadas na pele e tecido subcutâneo são o M. fortuitum, M. 
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abscessus, M. chelonae, M. marinum e M. ulcerans59,66,96. As fontes mais comuns 
incluem o contacto com água contaminada ou peixes infectados, traumas e feridas 
cirúrgicas.  
Embora a maioria das lesões cutâneas causadas por peixes infectados sejam 
pelo M. marinum, já foram descritos casos de infecções por M. fortuitum e M. 
chelonae181. O M. ulcerans é o agente etiológico da úlcera de Buruli, a doença mais 
comum a seguir à tuberculose e à lepra205,206. 
Muitas MNT de crescimento rápido estão frequentemente envolvidas em 
infecções pós-traumáticas ou pós-cirúrgicas, sendo as mais frequentes: M. fortuitum, 
M. chelonae e M. abscessus66,181. As infecções nosocomiais da pele e tecidos 
moles, devidas a estas três espécies, são provocadas pelo uso prolongado de 
cateteres intravenosos ou peritoniais, lipoaspiração, feridas cirúrgicas após 
mamoplastias, bypass cardíaco e infecções na córnea após cirurgia por 
laser32,39,78,96,153,202. No entanto, recentemente têm sido descritos casos que 
envolvem novas espécies, tais como M. goodii e M. massiliense22,28,56,197. 
 
2.2.4. Infecções nos ossos e articulações 
As infecções que envolvem as articulações e os ossos são muitas vezes 
provenientes de traumas (e.g., fracturas expostas) ou intervenções cirúrgicas. Tanto 
as MNT de crescimento lento como as de crescimento rápido estão envolvidas neste 
tipo de infecções. Entre as de crescimento lento encontramos o M. haemophilum, M. 
kansasii, MAC, M. asiaticum, M. flavescens, M. szulgai, M. xenopi , enquanto que 
entre as MNT de crescimento rápido temos o M. thermoresistibile e M. goodii22,66. 
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O M. marinum e o MAC são frequentemente a causa da tenossinovite da mão, 
embora o M. fortuitum, M. abscessus, M. chelonae e M. kansasii também tenham 
sido descritos como agentes etiológicos desta infecção59,66,72,98. O complexo M. 
terrae (especialmente, o M. nonchromogenicum) também já foi isolado de amostras 
de tecido sinovial da mão ou do pulso, e tende a ser associado a doença crónica66. 
Foi já observada osteomielite no esterno, após cirurgia de coração aberto 
causada por M. abscessus e M. fortuitum e após trauma contuso31,96,146,202. 
 
2.2.5. Infecções disseminadas 
As infecções disseminadas por MNT começaram por ser detectadas, quase 
exclusivamente, em indivíduos gravemente imunocomprometidos, podendo a 
progressão da doença ser muito rápida ou mesmo fatal. Estas infecções estão entre 
as infecções mais comuns e graves em indivíduos num estádio avançado de 
infecção por VIH66. 
 As micobactérias do MAC foram as primeiras a serem identificadas como 
agentes etiológicos de infecções oportunistas disseminadas em doentes com 
SIDA64. A esmagadora maioria dos casos continuam a ser atribuída a micobactérias 
do MAC (90%). Em mais de 90% dos casos o agente etiológico é o M. 
avium64,74,75,77,127. No entanto, o M. genavense, uma espécie de difícil diagnóstico 
devido à sua incapacidade para crescer em meios sólidos convencionais, é 
apontada como sendo o agente etiológico de 10% dos casos atribuíveis ao MAC131.  
 Excluindo as micobactérias do MAC, o M. kansasii é o agente etiológico mais 
comum destas infecções. Contudo, outras MNT como o M. scrofulaceum, M. 
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gordonae, M. haemophilum, M. genavense, M. celatum, M. conspicuum, M. xenopi, 
M. fortuitum, M. marinum, M. malmoense e M. simiae, também têm sido descritas 
como a causa de doença pulmonar ou disseminada em doentes com 
SIDA9,19,24,36,77,81,88,143,147,172. São igualmente descritos casos de infecções mistas, ou 
seja, infecções causadas por mais do que uma MNT109. 
 A incidência das infecções disseminadas em doentes infectados pelo VIH tem 
vindo a diminuir devido à introdução da terapia anti-retroviral de alta eficácia 
(HAART- Highly Active Antiretroviral Therapy) que permite a manutenção do número 
de linfócitos CD4 acima do nível de risco86,181. 
 Porém, as infecções disseminadas por MNT têm sido descritas noutras 
populações de doentes adultos imunodeprimidos, tal como indivíduos com 
insuficiência renal, transplantados, com uso crónico de corticosteróide e leucemia66. 
A frequência destas infecções permanece em ascensão, em doentes 
imunodeprimidos, por administração de fármacos imunossupressores ou por causas 
genéticas167,181. Nestes casos, os agentes etiológicos mais frequentes são MNT de 
crescimento rápido como o M. chelonae e o M. abscessus44,201. Contudo, outras 
espécies, incluindo MAC, M. kansasii e M. haemophilum, também podem causar 
estas infecções33,59,76,83,88,111,204.  
 
 
3. MÉTODOS UTILIZADOS NO DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE MNT 
 O número de novas espécies de MNT tem aumentado nos últimos anos, o que 
constitui um desafio para a identificação das mesmas. Este aumento é devido 
sobretudo à evolução das técnicas de identificação molecular e a um melhor 
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conhecimento da genética micobacteriana. Neste contexto, é imperativo diferenciar 
os isolados ao nível da espécie de forma a definir a sua relevância clínica. Como 
Tortoli referiu, a taxonomia procariótica pode se dividida em dois grandes períodos: 
o primeiro, caracterizado pela utilização de estudos fenotípicos e o segundo, pelo 
estudo das características genotípicas183. 
 Tradicionalmente, a identificação das espécies micobacterianas era baseada 
em diversos testes bioquímicos e características fenotípicas. Embora a maioria 
desses testes sejam de simples execução e não seja necessário equipamento 
sofisticado, esta abordagem é muito laboriosa e demorada (várias semanas). Além 
disso, muitas vezes origina resultados inconclusivos ou mesmo incorrectos, o que 
pode ter sérias consequências no diagnóstico clínico35,91,100,113,137.  
 A detecção, em regiões muito conservadas, no genoma bacteriano de 
sequências hipervariáveis resultantes de omissões, inserções ou substituição de 
nucleótidos específicos de uma determinada espécie, constitui o fundamento da 
taxonomia genotípica183. Estes métodos, que actualmente são economicamente 
acessíveis, apresentam a vantagem de serem muito mais rápidos e fiáveis do que os 
métodos tradicionais. Alguns destes métodos serão descritos a seguir. 
 
3.1. Identificação Fenotípica 
A identificação fenotípica consiste na determinação da velocidade de 
crescimento de unidades formadoras de colónias (UFC) em meios adequados, 
observação da produção de pigmentos pelas micobactérias e na realização de 
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vários testes bioquímicos. A avaliação da produção de niacina, da redução de 
nitratos, da hidrólise de Tween, do crescimento em meio sólido de MacConkey e da 
tolerância a várias concentrações de cloreto de sódio são exemplos de testes 
bioquímicos correntemente utilizados.  
Embora estes testes já não sejam considerados suficientes para identificar 
micobactérias, quando usados isoladamente, ainda são importantes para 
complementar outros métodos de identificação. A prova disto é a existência de 
classificações para as MNT baseadas nos resultados obtidos nestes testes. 
A classificação de Runyon para as MNT, constitui disso um exemplo. Os 
critérios de classificação são a velocidade de crescimento e a produção de pigmento 
no escuro ou somente após a exposição à luz. Com base nestes critérios, as MNT 
podem ser divididas em quatro grupos: 
Grupo I: Crescimento lento – Fotocromogénicos: as culturas crescem 
activamente desenvolvendo pigmento amarelo quando expostas à luz, mas 
não produzem o pigmento no escuro. As culturas só se tornam visíveis após  
2-6 semanas de incubação (e.g., M. kansasii e M. marinum); 
Grupo II: Crescimento lento – Escotocromogénico: o pigmento é produzido 
tanto na ausência, como na presença de luz. As culturas necessitam de 2-6 
semanas de incubação, antes de ocorrer crescimento visível (e.g., M. 
scrofulaceum, M. gordonae e M. szulgai); 
Grupo III: Crescimento lento – Não-cromogénicas: este grupo inclui espécies 
potencialmente patogénicas e não patogénicas. A maioria não é pigmentada e 
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o seu crescimento é extremamente lento (e.g., M. avium / M. intracellulare, M. 
xenopi e M. terrae); 
Grupo IV: Crescimento rápido - Caracterizado pela sua capacidade de crescer 
rapidamente, em 2-7 dias. As colónias podem ser pigmentadas ou não. A 
maioria tem aparência lisa, mas também podem ocorrer variantes rugosas 
(e.g., complexo M. fortuitum, M. peregrinum, M. abscessus e M. chelonae). 
A caracterização das micobactérias por estas técnicas apresenta algumas 
desvantagens como sejam a morosidade e a obtenção de resultados inconclusivos. 
A análise dos lípidos das micobactérias por cromatografia em camada fina ou por 
cromatografia líquida de alta pressão, tem sido apontada como alternativa. Contudo, 
para que estes métodos sejam levados a bom porto requerem a existência de 
ferramentas de análise dedicadas e técnicos especializados57. 
  
3.2. Identificação Molecular 
3.2.1. Sequenciação de ADN  
Nas últimas décadas têm sido estudados no genoma micobacteriano, diversos 
alvos moleculares para identificar as espécies do género Mycobacterium. 
O gene 16S rRNA é universalmente considerado como o alvo molecular de 
primeira escolha, sendo a alternativa a este, o fragmento de 441 pb do gene 
hsp65116,144. Como segunda escolha têm sido utilizadas outras regiões variáveis, tais 
como: região intergenética dos genes 16S-23S rRNA na diferenciação de dois 
membros do MAC (M. avium e M. intracellulare) e o gene rpoB para MNT de 
crescimento rápido1,62,89,119. Os alvos moleculares menos investigados incluem os 
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genes: gyrB, recA, sodA, dnaJ1, secA, tuf, ssrA, smpB e o gene que codifica a 
proteína 32-kDa16,50,87,117,118,169,177,217,223. 
No entanto, estes loci não são detectados em todas as espécies ou não são 
suficientemente discriminatórios para diferenciar espécies intimamente 
relacionadas50. Vários investigadores têm sugerido a análise de sequências de 
diversos genes como forma de aumentar o poder discriminatório. Dai e 
colaboradores fizeram a análise de sequências multilocus que incluíam os loci 
rpoBC, dnaK e hsp65 e concluíram que é uma ferramenta robusta e precisa para a 
identificação das espécies de Mycobacterium50. 
A identificação de isolados clínicos pode ser realizada através da comparação 
das sequências de nucleótidos de bases de dados públicas, tais como: GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov.) recorrendo à aplicação BLAST, do inglês Basic Local 
Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi); EzTaxon 
(http://www.eztaxon.org/); RIDOM, do inglês The Ribosomal Differentiation of 
Microorganisms (http://rdna.ridom.de/) e a base de dados Web-Accessible Database 
of hsp65 Sequences from Mycobacterium Reference Strains 
(http://msis.mycobacteria.info)14,37,51,70. 
A GenBank é a base de dados pública mais abrangente, contendo sequências 
de nucleótidos de 380 mil organismos, que foram livremente depositadas por vários 
laboratórios14. 
A RIDOM é a base de dados de acesso público mais popular e contém cerca 
de 154 sequências 5’ 16S-rDNA de micobactérias (posições na E. coli 54-510)70. A 
EzTaxon contém cerca de 11 277 sequências do gene 16S rRNA de estirpes 
referência de todas as espécies procarióticas37.  
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A base de dados Web-Accessible Database of hsp65 Sequences from 
Mycobacterium Reference Strains, doravante designada como Web Database, 
possui actualmente 153 espécies / subsespécies de referência de Mycobacterium51. 
 
3.2.1.1 Gene 16S rRNA 
O método de referência para a identificação molecular de micobactérias é a 
sequenciação do gene que codifica para a unidade ribossomal 16S rRNA68,183. 
A molécula 16S rRNA é muito conservada filogeneticamente, o que significa 
que alterações em determinadas posições são específicas para microrganismos ao 
nível de espécie, i.e., o gene 16S rRNA apresenta polimorfismos inter-específicos.  
As regiões hipervariáveis desta molécula são úteis na identificação ao nível da 
espécie pois existe uma elevada variabilidade inter-espécies e baixa variabilidade na 
mesma espécie. Foram identificadas duas regiões hipervariáveis no gene 16S rRNA: 
a região A (posições na E. coli 123-273) e a região B (posições na E. coli 430-
500)148. Embora a maioria das espécies apresentem sequências únicas na região 
hipervariável A, o M. gordonae apresenta uma variabilidade intra-específica neste 
gene148. 
Como o número de locais polimórficos no género Mycobacterium é bastante 
baixo, as espécies intimamente relacionadas como o M. kansasii / M. gastri, M. 
senegalense / M. farcinogenes e M. abscessus / M. chelonae, têm sequências 
idênticas do gene 16S rRNA69,94,148–150,174. Por outro lado, algumas espécies como o 
M. ulcerans / M. marinum e M. malmoense / M. szulgai possuem sequências com 
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elevado grau de similaridade, i.e., como são praticamente homólogas, não são 
distinguíveis pela análise das regiões hipervariáveis148,150. 
Embora seja raro, algumas estirpes de micobactérias (complexo M. terrae e M. 
celatum) têm duas cópias do gene 16S rRNA com diferentes sequências no mesmo 
organismo128,139. 
 
3.2.1.2 Gene hsp65  
Para ser utilizado na identificação genotípica como marcador molecular um 
gene tem de apresentar uma elevada taxa de conservação inter-espécies. 
O gene hsp65, que codifica a proteína de choque térmico de 65-kDa presente 
em todas as micobactérias, apresenta um elevado grau de variabilidade genética 
inter-espécies e possui um excepcional grau de conservação 
evolucionária38,68,144,178. Devido a estas características, a sequenciação deste gene 
tem sido utilizada na identificação de espécies MNT em isolados clínicas116,144. 
Para a identificação de micobactérias de crescimento rápido, Ringuet e 
colaboradores fizeram a sequenciação parcial de um fragmento de 441 pb do gene 
hsp65 e verificaram que as sequências de M. abscessus, M. brumae, M. chelonae, 
M. chitae, M. confluentis, M. fortuitum, M. mucogenicum, M. peregrinum, M. 
senegalense e M. smegmatis eram únicas, o que permitia a distinção entre as 
mesmas144. Num estudo semelhante, efectuado por McNabb e colaboradores, foram 
analisadas um total de 689 estirpes de MNT isoladas de amostras clínicas e 111 
estirpes de referência, tendo demonstrado que este método é válido para identificar 
tanto micobactérias de crescimento rápido como de crescimento lento116.   
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Além disso, a sequenciação do hsp65 permite diferenciar o M. chelonae do M. 
abscessus, duas espécies difíceis de identificar tanto por métodos clássicos como 
pela sequenciação do gene 16S rRNA92.  
 
3.2.1.3 16S-23S Internal Transcribed Spacer (ITS) 
A análise da região intergenética dos genes 16S-23S rRNA [16S-23S rRNA 
internal transcribed spacer (ITS)] representa um complemento à sequenciação do 
gene 16S rRNA na diferenciação de espécies intimamente relacionadas. Estas 
sequências ITS, entre o 16S rRNA e o 23S rRNA, são conservadas na mesma 
espécie e apresentam polimorfismos inter-espécie, o que as torna um alvo molecular 
por excelência para a identificação150. 
O ITS do género Mycobacterium exibe variações de comprimento e, 
sobretudo, mostra um número razoável de substituições de bases e locais de 
inserção ou exclusão. Este elevado grau de variação na sequência do ITS permite a 
discriminação de espécies intimamente relacionadas, tais como o M. kansasii e o M. 
gastri. No entanto, esta metodologia não permite diferenciar o M. marinum do M. 
ulcerans porque ambos possuem sequências idênticas150.  
 
3.2.1.4 Gene gyrB  
As sequências do gene gyrB constituem marcadores filogenéticos úteis na 
identificação ao nível da espécie de vários microrganismos, incluindo o 
Mycobacterium87,218–220. Kasai e colaboradores analisaram as sequências gyrB de 
43 isolados de 15 espécies diferentes (M. africanum, M. asiaticum, M. avium, M. 
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bovis, M. gastri, M. gordonae, M. intracellulare, M. kansasii, M. malmoense, M. 
marinum, M. microti, M. scrofulaceum, M. simiae, M. szulgai e M. tuberculosis) e 
concluíram que as frequências de substituições eram comparáveis às das 
sequências ITS87. Embora através da análise das sequências ITS não seja possível 
diferenciar quatro espécies pertencentes ao complexo M. tuberculosis (M. 
tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. microti), foi possível identificar 
substituições sinónimas nas sequências gyrB das mesmas87. 
 
3.2.1.5 Gene rpoB  
O gene rpoB, que codifica a subunidade ! da ARN polimerase, teve como 
primeira abordagem enquanto marcador molecular na identificação de 
micobactérias, a análise de uma região de 705 pb (posições da E. coli, codões 482–
715), em 10 espécies micobacterianas (cinco de crescimento rápido e cinco de 
crescimento lento)63.  
Posteriormente, foi efectuada uma análise comparativa de um fragmento de 
342 pb do gene rpoB, em 44 estirpes de referência de micobactérias e 107 estirpes 
isoladas de amostras clínicas89. Neste estudo, Kim e colaboradores conseguiram 
distinguir claramente as micobactérias de crescimento rápido das de crescimento 
lento, bem como, diferenciar o M. kansasii da espécie não patogénica M. gastri89. 
Um outro grupo, liderado por Lee, estudou um fragmento de 360 pb (posições da E. 
coli, 902-1261) do gene rpoB e desenvolveu um método, baseado na análise de 
polimorfismos de fragmentos de restrição (PCR-RFLP) e hibridação dot-blot, para 
diferenciar as micobactérias ao nível da espécie105105,106.  
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A análise da sequência rpoB pode ser usada em paralelo com os métodos de 
cultura tradicional e como complemento da análise do 16S rRNA89. 
 
3.2.2. Testes baseados na técnica de PCR 
Vários autores têm proposto métodos baseados na técnica de PCR para a 
identificação de micobactérias a partir de isolados clínicos.  
A amplificação do gene dnaJ e posterior hibridação com sondas específicas 
permitiu a diferenciação entre o M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare e M. 
kansasii177.  
Fiss e colaboradores utilizando uma técnica de PCR, na qual incorporaram 
uracilo trifosfato (UTP) marcado com digoxigenina no gene hsp65, seguida por 
hibridação reversa dot-blot e detecção da quimioluminescência, identificaram o M. 
tuberculosis e o M. avium60.  
  Através da utilização dos produtos da amplificação do gene 16S rRNA, num 
ensaio de hibridação com sete sondas específicas, foi possível a detecção e 
identificação do M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. 
xenopi, M. genavense e M. chelonae52.  
O desenvolvimento de uma técnica de PCR multiplex, com seis iniciadores 
para amplificar os genes 16S rRNA e MPB70, permitiu a detecção e identificação 
das seguintes espécies de micobactérias: M. tuberculosis, M. avium e M. 
intracellulare, de acordo com os tamanhos dos fragmentos amplificados95.  
Vaneechoutte e colaboradores, combinaram a amplificação do gene 16S rRNA 
com a sua digestão, utilizando as enzimas de restrição CfoI e MboI. Esta estratégia 
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permitiu a diferenciação entre o M. avium, M. chelonae, M. flavescens, M. fortuitum, 
M. gordonae, M. intracellulare, M. marinum, M. nonchromogenicum, M. simiae, M. 
terrae e das espécies pertencentes ao complexo M. tuberculosis196.  
 
3.2.3. Métodos baseados na análise de padrões de restrição do gene 
hsp65 amplificado por PCR (PRA) 
Kim e colaboradores, desenvolveram três métodos de PRA (PCR - Análise de 
Restrição Enzimática), ara o gene hsp65 (PRA-hsp65), que consistem na 
amplificação de fragmentos deste gene e posterior digestão por enzimas de 
restrição. A região do gene e as enzimas de restrição usadas variam consoante o 
método. 
O primeiro destes métodos, agrupa as micobactérias em cinco grupos com 
padrões PRA distintos permitindo apenas a diferenciação das estirpes do complexo 
M. tuberculosis das MNT. Este método consiste na amplificação de um fragmento de 
644 pb do gene hsp65, seguido de uma digestão enzimática com a endonuclease de 
restrição XhoI92. 
O segundo método consiste igualmente na amplificação duma região de 644 pb 
do gene hsp65 e posterior digestão com três enzimas de restrição (AvaII, HphI, e 
HpaII). Tal permitiu a identificação de estirpes isoladas de amostras clínicas ao nível 
da espécie, bem como a distinção entre os membros do complexo M. tuberculosis e 
duas espécies do MAC (M. avium e M. intracellulare)91. 
Uma terceira abordagem permite diferenciar o M. tuberculosis das MNT através 
de uma técnica de PCR duplex, em que são amplificados dois fragmentos do gene 
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hsp65 com tamanhos distintos (195 e 515 pb). A identificação das estirpes de MNT 
foi baseada na análise dos fragmentos resultantes da digestão dum fragmento de 
515 pb,  utilizando as enzimas de restrição (AvaII e HaeIII)93. 
Telenti e colaboradores desenvolveram um método de diagnóstico diferencial 
para micobactérias, designado por PRA-hsp65, baseado na amplificação pela 
técnica de PCR de 441 pb do gene hsp65, seguido de digestão do produto 
amplificado com as enzimas de restrição BstE II e HaeIII179. Através da análise dos 
padrões de restrição obtidos com ambas as endonucleases de restrição, este grupo 
propôs um algoritmo para identificar MNT ao nível da espécie e da subespécie179. 
Esta técnica tem sido utilizada por vários grupos na identificação de 
micobactérias, tendo sido descritos novos padrões PRA que permitem diferenciar 
outras espécies, sub-espécies e variantes alélicas23,47–49,54,68,99,129,168,178. Contudo, 
esta metodologia não permite a diferenciação das espécies do complexo M. 
tuberculosis179. 
Além dos padrões descritos na literatura, foi criada a base de dados electrónica 
PRASITE: Identification of Mycobacteria (http://app.chuv.ch/prasite) para auxiliar na 
interpretação dos resultados PRA. A base de dados PRASITE contém actualmente 
cento e setenta e cinco padrões PRA diferentes. 
 
 
3.2.4. Testes comerciais de hibridação com sondas de ADN 
Nas últimas décadas, têm sido desenvolvidos métodos moleculares para a 
identificação rápida de espécies micobacterianas. Entre estes, encontrámos várias 
apresentações comerciais (sondas de ADN) que providenciam resultados rápidos 
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com uma sensibilidade e especificidade elevadas, mas que apenas identificam um 
número limitado de espécies35,68,91,113. Assim, os testes comerciais disponíveis 
permitem aos laboratórios não especializados identificar correctamente as espécies 
mais frequentes183. Entre os testes de identificação a partir de cultura destacamos 
alguns. O AccuProbe® Mycobacterium (Gen-Probe, Inc. San Diego, Califórnia), 
inclui sondas para a confirmação de MAC, M. avium, M. intracellulare, M. gordonae e 
M. kansasii. Este sistema utiliza uma sonda de ADN de cadeia simples, marcada 
com um éster de acridínio (marcador quimioluminescente), que é complementar ao 
ARN ribossomal da micobactéria a identificar. A luminescência gerada pelo híbrido 
ADN/ARN marcado é medida num luminómetro. 
 O GenoType® Mycobacterium (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany) 
permite a identificação das seguintes espécies de micobactérias clinicamente 
relevantes: M. avium spp., M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M. gordonae, 
M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. 
peregrinum, M. marinum/M. ulcerans, o complexo M. tuberculosis e M. xenopi. Para 
além destas micobactérias, ainda é possível identificar algumas MNT menos 
comuns, tais como: M. simiae, M. mucogenicum, M. goodii, M. celatum, M. 
smegmatis, M. genavense, M. lentiflavum, M. heckeshornense, M. szulgai / M. 
intermedium, M. phlei, M. haemophilum, M. kansasii, M. ulcerans, M. gastri, M. 
asiaticum e M. shimoidei. 
 Esta técnica consiste na extracção de ADN, seguida de uma amplificação pela 
técnica de PCR-multiplex com iniciadores biotinilados e uma hibridação reversa.  
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CAPITULO II – OBJECTIVOS 
 
A correcta identificação laboratorial das micobactérias, através de 
metodologias apropriadas, é essencial para o clínico fazer um diagnóstico preciso. 
Uma identificação “aproximada” pode levar à sub ou sobrevalorização do papel do 
isolado clínico. Por outro lado, a utilização de meios de cultura inadequados e/ou 
condições culturais incorrectas podem ser responsáveis pela ausência de 
crescimento de microrganismos, que poderão ser agentes etiológicos significativos. 
Devido à falta de fiabilidade dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos das 
MNT, é imperativo a sua identificação correcta ao nível da espécie para prevenir 
problemas tão graves como a emergência de estirpes resistentes a um ou a vários 
antibióticos. 
Este trabalho, teve como objectivo avaliar a eficácia dos diferentes métodos 
moleculares (PRA e sequenciação dos genes hsp65 e 16S rRNA) e características 
fenotípicas (o tempo de crescimento e pigmentação), na correcta identificação das 
MNT. Para tal, foi realizado um estudo numa amostra de 54 estirpes de MNT da 
colecção de estirpes bacterianas da Unidade de Micobactérias do Departamento de 
Doenças Infecciosas do INSA. Pretendemos também avaliar a relevância clínica das 
espécies identificadas, tendo em conta as patologias mais frequentemente 
provocadas por estes microrganismos.    
Os resultados obtidos demonstram que as MNT só podem ser correctamente 
identificadas através da articulação de vários métodos com fundamentos distintos. 
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CAPITULO III – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4. CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 
4.1. Natureza das amostras 
Neste trabalho foram estudadas 54 estirpes de MNT da colecção de estirpes 
bacterianas da Unidade de Micobactérias do Departamento de Doenças Infecciosas 
(DDI), do Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge (INSA), doravante 
designada por colecção. A análise da informação disponível na colecção sobre estas 
estirpes indica que em 63% dos casos as mesmas foram isoladas de amostras de 
natureza desconhecida (meio de cultura sólido ou líquido). Para as estirpes isoladas 
de amostras biológicas de natureza conhecida, observámos que 26% foram isoladas 
de amostras de expectoração, 7% de hemoculturas, 2% de secreções brônquicas e 
2% de biópsias de pele.  
 Uma vez que na maioria dos casos a natureza da amostra é desconhecida, 
não pudemos, em rigor, tecer muitas considerações sobre a importância da mesma. 
Contudo, com base na informação disponível, podemos concluir que as MNT, 
embora apresentem tropismo para vários órgãos, têm particular apetência para o 
aparelho respiratório e são capazes de provocar bacterémias que poderão contribuir 
para a disseminação da infecção59,66,181. 
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4.2. Relação entre distribuição de infecções de MNT e características do 
hospedeiro 
O conhecimento dos principais grupos de risco e a sua distribuição etária na 
prevalência de infecções por MNT, é uma ferramenta importante no diagnóstico 
clínico. Esta parte do trabalho teve como objectivo relacionar a incidência de MNT 
com o sexo e a faixa etária do hospedeiro. Do total das 54 estirpes da colecção, só 
considerámos as que provinham de doentes diferentes (n=45).  
Na amostra estudada, 71% das estirpes provinham de indivíduos do sexo 
masculino e 29% de indivíduos do sexo feminino. Estes resultados demonstram a 
predominância das infecções por MNT em indivíduos do sexo masculino133. 
 De seguida, tentámos relacionar a incidência destas infecções com a faixa 
etária dos doentes. Neste caso, foi possível recolher informação apenas para 71% 
(n=32) da amostra estudada. Independentemente do sexo, o grupo com maior 
incidência destas infecções é constituído por indivíduos com mais de 75 anos. Nos 
restantes grupos etários, a incidência das infecções por MNT variou com o sexo dos 
indivíduos. No sexo feminino, o segundo grupo com maior incidência tinha idades 
compreendidas entre os 55 e 64 anos, enquanto, os indivíduos do sexo masculino 
estavam na faixa etária imediatamente a seguir (65-74 anos), como se pode 
observar na figura 2. 
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Figura 2. Distribuição das estirpes clínicas de acordo com a idade dos doentes. 
 
 O próximo passo consistiu numa tentativa de associação entre alguns factores 
epidemiológicos do hospedeiro com uma determinada espécie de MNT. Esta análise 
foi baseada na informação epidemiológica disponível na colecção (sexo, idade, e 
informação clínica quando disponível) e nos dados da literatura.  
 A observação da tabela 2 mostra que a espécie responsável pelo maior 
número de infecções é o M. avium. Uma vez que não é clinicamente relevante 
diferenciar o M. avium do M. intracellulare, embora o último seja pouco prevalente na 
amostra estudada, analisaremos as duas MNT em conjunto. De acordo com a 
informação disponível,  todas as estirpes que constam da colecção foram isoladas 
de amostras provenientes de indivíduos imunodeprimidos com infecções 
respiratórias. Este facto está de acordo com o descrito na literatura66.  
Os nossos resultados, no que diz respeito à faixa etária, são discordantes do 
que está descrito na literatura, não se observando uma predominância da incidência 
n=32 
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nos indivíduos com mais de 57 anos66,133. Tal poderá resultar do facto de termos 
uma amostra reduzida e composta exclusivamente por indivíduos imunodeprimidos.  
 A segunda MNT com maior número de isolados foi o M. gordonae, que é o 
contaminante mais frequente em amostras clínicas66. Os nossos resultados indicam 
que esta micobactéria apresenta uma distribuição idêntica em ambos os sexos e em 
todos os grupos etários. Além disso, este resultado é concordante com o de outro 
estudo desenvolvido em Portugal, numa amostra de doentes VIH negativos com 
infecção pulmonar6. O facto de existirem na nossa colecção vários isolados do 
mesmo doente, reforça a possibilidade de o M. gordonae ser o agente etiológico e 
não um contaminante.  
 As duas espécies de MNT, M. chelonae e M. abscessus, consideradas 
semelhantes entre si, juntamente com o M. fortuitum, foram identificadas na 
colecção o mesmo número de vezes. A sua distribuição por sexo e idade está de 
acordo com o descrito na literatura66. Para o M. abscessus, existe ainda 
concordância com a natureza da amostra e a patologia associada (infecção 
pulmonar).  
Da colecção constavam ainda outras 10 espécies de MNT, três delas tinham 
sido recentemente descritas pela primeira vez. O M. kumamotonense foi identificado 
pela primeira vez em 2007114, o M. monacense140 e o M. nebraskense120 foram 
identificados no ano anterior. Todas as 10 espécies foram isoladas a partir de 
amostras biológicas de indivíduos do sexo masculino. Uma delas, M. marinum, foi 
isolada de uma biópsia de pele, de acordo com a patogénese deste agente 
etiológico8,85,110,215. 
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Tabela 2. Avaliação comparativa de factores epidemiológicos em infecções por 
MNT.  
Nº de casos / Sexo Micobactéria‡ 
Masculino Feminino 
Grupo 
etário 
Número de 
estirpes 
M. abscessus  0 1 A 1 
1 0 A 
M. arupense 
1 0 G 
2 
1 0 A 
2 1 B 
1 0 C 
0 2 D 
0 1 F 
M. avium  
0 1 G 
9 
1 0 A 
2 0 D M. chelonae 
1 0 G 
4 
3 0 F 
M. fortuitum  
2 0 G 
5 
M. frederiksbergense 1 0 F 1 
1 0 B 
0 2 C 
0 1 D 
1 0 E 
1 0 F 
M. gordonae  
2 1 G 
9 
1 0 E 
M. intracellulare  
0 1 G 
2 
M. kumamotonense  1 0 F 1 
1 0 E 
M. lentiflavum  
2 0 G 
3 
M. marinum  1 0 C 1 
M. monacense  1 0 G 1 
M. nebraskense  1 0 E 1 
M. nonchromogenicum  1 0 E 1 
M. peregrinum  1 0 G 1 
M. xenopi  1 0 E 1 
 
Legenda: ‡ Duas estirpes não foram incluídos nesta tabela por só ter sido possível a identificação ao 
nível do complexo (MAC e complexo M. fortuitum). 
(A) 25-34 anos; (B) 35-44 anos; (C) 45-54 anos; (D) 55-64 anos; (E) 65-74 anos; (F) mais de 75 anos; 
(G) idade desconhecida.  
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5. ANÁLISE DAS CARACTERÍSTICAS FENOTÍPICAS 
Esta parte do trabalho consistiu na caracterização fenotípica das MNT, tendo 
sido avaliado o seu crescimento a diferentes temperaturas, a velocidade a que o 
mesmo ocorria e a capacidade de produzir pigmentos na presença e/ou ausência da 
luz. 
As MNT foram cultivadas em meio de cultura adequado (LJ) e incubadas às 
várias temperaturas (30º, 37º e 42ºC), até que fosse observado crescimento visível. 
Quando tal ocorria antes de completados 7 dias de incubação, a MNT era 
considerada de crescimento rápido. Se ocorresse após esse tempo, era classificada 
como MNT de crescimento lento. 
A incubação às diferentes temperaturas foi efectuada em diferentes condições 
de luminosidade (presença/ausência de luz), de forma a permitir a classificação das 
micobactérias quanto à produção de pigmento.  
As espécies de MNT que originaram colónias pigmentadas apenas na presença 
de luz foram classificadas como fotocromogénicas. As que produziram pigmento 
tanto na presença como na ausência de luz, foram classificadas como 
escotocromogénicas e as que não produziram pigmento, em nenhuma das 
condições, foram classificadas como não-cromogénicas. 
A determinação das características fenotípicas, isoladamente ou mesmo 
conjugadas com testes bioquímicos, não permite a diferenciação de espécies de 
MNT integradas no mesmo complexo (e.g., MAC)35. Contudo, estas características 
podem ser um contributo valioso para a identificação deste tipo de microrganismo 
quando conjugadas com os resultados de outros métodos, nomeadamente métodos 
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moleculares. Este procedimento permite ainda detectar eventuais contaminações 
por outros microrganismos.  
A observação da tabela 3 mostra que foram identificadas 34 MNT de 
crescimento lento e 20 de crescimento rápido. Entre as espécies de crescimento 
lento, foram detectadas micobactérias escotocromogénicas, fotocromogénicas e 
não-cromogénicas; entre as de crescimento rápido apenas foram detectadas 
escotocromogénicas e não-cromogénicas1. Estes resultados são concordantes com 
a classificação de Runyon151. 
 
Tabela 3. Propriedades das estirpes de Mycobacterium  estudadas. 
i) Micobactérias de crescimento lento 
Relações térmicas Produção de pigmento 
Classificação 
30ºC 37ºC 42ºC Obscuridade Luminosidade 
Total 
+ + - + + 14 
Escotocromogénica 
+ +/- - + + 1 
Fotocromogénica + - - - + 1 
+ + + - - 2 
+ + - - - 2 
- + + - - 1 
Não-cromogénica 
- + - - - 13 
 
ii) Micobactérias de crescimento rápido 
Relações térmicas Produção de pigmento 
Classificação 
30ºC 37ºC 42ºC Obscuridade Luminosidade 
Total 
+ + + + + 1 
Escotocromogénica 
+ + - + + 1 
+ + + - - 7 
Não-cromogénica 
+ + - - - 11 
 
Legenda: (+) indica a existência de crescimento ou a produção de pigmento nas condições indicadas; 
(-) indica a ausência de crescimento ou a produção de pigmento nas condições indicadas 
                                                
1 As características fenotípicas de cada estirpe estudada são apresentadas no Anexo II. 
Resultados e discussão 
50 
A escassez de informação relativa à natureza da amostra, da qual algumas 
das estirpes da colecção foram isoladas, não nos permite interpretar a relevância 
clínica das mesmas. 
 
 
6. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 
A identificação das espécies de MNT foi realizada através da amplificação de um 
segmento do gene que codifica a proteína de choque térmico 65-kDa (hsp65) e de 
um segmento do gene que codifica para a unidade ribossomal 16SrRNA, através 
das técnicas de PCR e sequenciação automática. 
As sequências consenso geradas, dos genes hsp65 e 16S rRNA, de cada 
estirpe, foram comparadas com as sequências de nucleótidos de diversas bases de 
dados, nomeadamente da GenBank. As sequências consenso do gene 16S rRNA 
foram ainda comparadas com as sequências da base de dados RIDOM e EzTaxon e 
as do gene hsp65 na Web Database. 
 
6.1. Identificação das estirpes micobacterianas pela análise das sequências 
do gene 16S rRNA  
A identificação das 54 estirpes com base na análise das sequências do gene 
16S rRNA foi realizada através de uma reacção de amplificação com iniciadores 
adequados, pela técnica de PCR em tempo real, de forma a amplificar um segmento 
que continha as duas regiões hipervariáveis no gene: A região A (posições na E. coli 
123-273) e a região B (posições na E. coli 430-500)148. 
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A análise das sequências do gene 16S rRNA permitiram identificar 72% (n=39) 
das estirpes da colecção ao nível da espécie, i.e., a sequência era única para 
apenas uma espécie de micobactéria. Para as restantes 28% (n=15), foram obtidas 
diferentes possibilidades de classificação ao nível da espécie. Estas estirpes 
pertenciam ao grupo M. abscessus / M. chelonae, MAC, complexo M. fortuitum, M. 
ulcerans e M. marinum (Tabela 4.).  
Das 39 estirpes identificadas como uma única espécie, com similaridade entre 
99-100%, trinta e três obtiveram o mesmo resultado nas três bases de dados (M. 
avium, M. gordonae, M. fortuitum, M. lentiflavum, M. monacense, M. 
nonchromogenicum e M. xenopi). As restantes seis estirpes, obtiveram pelo menos 
um resultado diferente numa das bases de dados. Cinco das estirpes (M. arupense, 
M. frederiksbergense, M. kumamotonense e M. nebraskense), obtiveram resultados 
diferentes na base de dados RIDOM (respectivamente, M. terrae, M. 
fluoroanthenivorans, M. terrae e M. malmoense). Estes resultados podem ser 
explicados pelo facto desta base de dados não ser actualizada desde 2005 e as 
sequências destas espécies não estarem depositadas na mesma. A estirpe de M. 
intracellulare, obteve um resultado diferente para a base de dados EzTaxon (M. 
chimaera). 
Esta técnica, por si só, não permitiu uma correcta identificação ao nível da 
espécie em 15 estirpes de MNT. A identificação destas estirpes resultou em mais do 
que uma espécie com similaridades que variaram entre 99-100%.  
Destas, 10 estirpes foram identificadas como espécies pertencentes ao grupo 
M. abscessus / M. chelonae (M. abscessus, M. bolletii, M. chelonae, M. abscessus 
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subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii, M. massiliense e M. salmoniphilum). 
O M. bolletii e M. massiliense (recentemente reclassificados como M. abscessus 
subsp. bolletii), o M. abscessus e o M. chelonae, não são diferenciados através das 
regiões hipervariáveis A e B do gene16S rRNA3,94,103. Estas espécies podem ser 
diferenciadas entre si através da sequenciação do gene hsp65 e do PRA-hsp65148. 
O M. salmoniphilum pode ser diferenciado dos restantes membros do complexo 
através da sequenciação do gene hsp65210.  
Duas das estirpes foram identificadas na base de dados Genbank, com uma 
variedade de espécies pertencentes ao MAC. Para a primeira, obtivemos 100% de 
similaridade para o MAC e 99% para M. arosiense, M. bouchedurhonense, M. 
chimaera, M. colombiense, M. intracellulare e M. vulneris. No caso da segunda 
estirpe obtivemos, 99% de similaridade tanto para o MAC, como para as restantes 
espécies (M. arosiense, M. colombiense, M. intracellulare e M. marseillense). Nas 
outras bases de dados (RIDOM e Eztaxon) ,estas estirpes foram identificadas como 
M. intracellulare e M. marseillense.  
As sequências 16S rRNA, de duas estirpes da colecção, permitiram a sua 
identificação como espécies pertencentes ao complexo M. fortuitum. A primeira 
estirpe, foi identificada na GenBank como M. fortuitum, M. neworleansense e M. 
porcinum; na RIDOM como M. fortuitum e M. porcinum e na EzTaxon como M. 
neworleansense e M. porcinum. A segunda estirpe, foi identificada como M. 
peregrinum e M. septicum tanto na GenBank como na RIDOM e apenas como M. 
septicum na Eztaxon. 
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A inexistência de diferenças nucleotídicas nas regiões hipervariáveis A e B, do 
M. neworleansense e do M. porcinum, não permite a sua distinção por este 
método161. A diferenciação entre ambos poderá ser conseguida através da 
observação minuciosa da textura das suas colónias. Quando incubados a 35ºC, 
durante 2 dias em meio infusão de coração e cérebro, suplementado com 5% de 
sangue de coelho, o M. porcinum origina colónias convexas mucóide, com bordos 
regulares, enquanto o M. neworleansense origina colónias rugosas com bordos 
irregulares161.  
As sequências de 16S rRNA das regiões hipervariáveis A e B não permitem 
diferenciar o M. septicum do M. peregrinum183. Contudo, alguns métodos 
bioquímicos, nomeadamente a produção de ácido a partir de i-mio-inositol e a 
presença ou não de actividade da arilsulfatase, conjugados com o perfil de 
resistência a alguns antibióticos, permitem fazer a distinção entre estas espécies. O 
M. peregrinum e o M. septicum diferem entre si pela incapacidade do primeiro 
produzir ácido a partir do i-mio-inositol, apresentar teste de arilsulfatase positivo ao 
fim de 3 dias e ser resistente à eritromicina, minociclina, doxiciclina, vancomicina e 
tobramicina161. 
Uma das estirpes da colecção foi identificada, nas três bases de dados 
utilizadas, como M. marinum e M. ulcerans. A distinção entre estas duas espécies 
pode ser efectuada através da observação da presença ou ausência de pigmento 
nas colónias. Neste caso particular, o M. marinum é fotocromogénico permitindo a 
sua diferenciação do M. ulcerans, que é não-cromogénico. 
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Tabela 4. Resultados da identificação pela sequenciação do gene 16S rRNA. 
Identificação por sequenciação do gene 16S rRNA nas diferentes bases de dados 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc 
Espécie(s) identificada(s) 
[N.º de estirpes] Similar. (%) 
Espécie(s) identificada(s) 
[N.º de estirpes] Similar. (%) 
Espécie(s) identificada(s) 
[N.º de estirpes] Similar. (%) 
M. abscessus subsp. abscessus 
M. chelonae [2] 
M. abscessus 
M. bolletii 
M. chelonae 
M. massiliense [8] 
100 M. abscessus 
M. chelonae [8] 
100 
M. abscessus subsp. abscessus 
M. abscessus subsp. bolletii 
M. chelonae [6] 
99-100 
M. arupense [2] 100 M. terrae [2] 99 M. arupense [2] 99 
M. avium [10] 100 M. avium [10] 100 M. avium [10] 99-100 
100 M. avium complex‡ 
M. arosiense 
M. bouchedurhonense 
M. chimaera 
M. colombiense 
M. intracellulare 
M. vulneris [1] 
99 
M. intracellulare [1] 100 M. marseillense [1] 100 
M. avium complex 
M. marseillense 
M. arosiense 
M. intracellulare 
M. colombiense [1] 
99 M. intracellulare [1] 99 M. marseillense [1] 99 
M. frederiksbergense [1] 100 M. fluoroanthenivorans [1] 100 M. frederiksbergense [1] 99 
M. gordonae [11] 100 M. gordonae [11] 100 M. gordonae [11] 99-100 
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Tabela 4. Resultados da identificação pela sequenciação do gene 16S rRNA (Continuação). 
Identificação por sequenciação do gene 16S rRNA nas diferentes bases de dados 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc 
Espécie(s) identificada(s) 
[N.º de estirpes] Similar. (%) 
Espécie(s) identificada(s) 
[N.º de estirpes] Similar. (%) 
Espécie(s) identificada(s) 
[N.º de estirpes] Similar. (%) 
M. salmoniphilum 
M. chelonae 
M. abscessus subsp. bolletii [1] 
99 M. chelonae [2] 
 
99-100 M. abscessus 
M. chelonae [2] 
99-100 
M. abscessus subsp. abscessus 
M. abscessus subsp. bolletii 
M. chelonae [1] 
99 
M. fortuitum [6] 99-100 M. fortuitum [6] 99-100 M. fortuitum [6] 99-100 
M. fortuitum 
M. neworleansense 
M. porcinum [1] 
100 M. fortuitum M. porcinum [1] 100 
M. porcinum 
M. neworleansense [1] 99 
M. intracellulare [1] 100 M. intracellulare [1] 100/0 M. chimaera [1] 99 
M. kumamotonense [1] 100 M. terrae [1] 99 M. kumamotonense [1] 100 
M. lentiflavum [3] 100 M. lentiflavum [3] 100 M. lentiflavum [3] 100 
M. marinum 
M. ulcerans [1] 100 
M. marinum 
M. ulcerans [1] 100 
M. marinum 
M. ulcerans [1] 100 
M. nebraskense [1] 100 M. malmoense [1] 99 M. nebraskense [1] 99 
M. monacense [1] 99 M. monacense [1] 99 M. monacense [1] 99 
M. nonchromogenicum [1] 100 M. nonchromogenicum [1] 100 M. nonchromogenicum [1] 100 
M. peregrinum 
M. septicum [1] 100 
M. peregrinum 
M. septicum [1] 100 M. septicum [1] 100 
M. xenopi [1] 99 M. xenopi [1] 99 M. xenopi [1] 99 
Legenda: ‡ para o MAC a similaridade foi de 100% e para as restantes espécies foi de 99%.As bases de dados utilizadas na identificação das MNT estão disponíveis nos 
seguintes endereços electrónicos: a GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov.); bRIDOM (http://rdna.ridom.de/); cEzTaxon (http://www.eztaxon.org/). 
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6.2. Identificação das estirpes micobacterianas pela análise das sequências 
do gene hsp65  
A identificação das 54 estirpes pela análise das sequências do gene hsp65, foi 
realizada através de uma reacção de amplificação com iniciadores adequados, pela 
técnica de PCR, de forma a amplificar um segmento de 440 pb do gene hsp65, que 
contém os nucleótidos de interesse. Na figura 3, podem ser observados os produtos 
de amplificação obtidos para algumas estirpes de MNT, separados por electroforese 
em gel de agarose. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Análise electroforética do fragmento de 440 pb do gene hsp65. 
Os produtos de amplificação foram separados em gel de agarose a 1,5%, corado com 
SYBR® Safe. A linha 1 corresponde à migração do marcador de peso molecular, com 
fragmentos de ADN compreendidos entre 100-1000pb, as linhas 2 a 7 aos fragmentos do 
gene hsp65 (440pb) de diferentes amostras e a linha 8 ao controlo negativo.  
 
 1             2             3             4             5             6             7            8 
300 pb! 
200 pb! 
400 pb! 
100 pb! 
500 pb! 440 pb 
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A análise das 54 sequências de 440 pb do gene hsp65 permitiu identificar de 
forma directa 76% (n=41) das estirpes, para os restantes 22% (n=12), a análise 
gerou a possibilidade de classificação em mais do que uma espécie. Do total das 
estirpes analisadas, esta abordagem não permitiu identificar apenas 2% (n=1) das 
mesmas (Tabela 5.). 
As estirpes cuja identificação foi igual para ambas as bases de dados 
utilizadas foram: M. arupense, M. avium, M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae, M. 
intracellulare, M. lentiflavum, M. monacense, M. nebraskense, M. neoaurum, M. 
nonchromogenicum, M. peregrinum e M. xenopi. 
 A análise do gene hsp65 permite a diferenciação entre espécies intimamente 
relacionadas, tais como o M. abscessus e o M. chelonae92. No nosso estudo, 6 
estirpes foram identificadas como M. abscessus na base de dados Web Database; 
contudo a análise das mesmas na GenBank não permitiu a diferenciação entre o M. 
abscessus e o M. chelonae. Este resultado pode ser atribuído ao facto de esta base 
de dados permitir o depósito de sequências sem a prévia validação da sua 
qualidade184,192. Por outro lado, as estirpes de M. chelonae foram identificadas 
correctamente em ambas as bases de dados.   
Embora esta metodologia tenha permitido identificar nove estirpes da colecção 
como M. avium, em dois casos a classificação só foi possível ao nível do MAC. Uma 
estirpe identificada como M. gordonae na análise da GenBank, foi identificada na 
base de dados Web Database como M. triplex. A espécie M. gordonae possui um 
elevado grau de heterogeneidade na sequência hsp65, o que torna difícil a sua 
correcta identificação35,68. A diferenciação entre as duas espécies pode ser 
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efectuada através da análise de características fenotípicas. O M. triplex é uma 
espécie não-cromogénica, enquanto o M. gordonae é escotocromogénico. 
Uma estirpe da colecção foi identificada como M. kumamotonense em ambas 
as bases de dados, mas na base de dados GenBank foi adicionalmente identificada 
como M. hiberniae. Estas espécies podem ser facilmente diferenciadas entre si pela 
ausência de pigmento do M. kumamotonense. 
Para uma das estirpes, a sua identificação foi de M. peregrinum e M. 
porcinum, em ambas as bases e dados. Estas espécies podem ser diferenciadas 
pelo teste de redução de nitratos. O resultado do teste é positivo para o M. 
peregrinum e negativo para o M. porcinum97,190. 
Esta metodologia não permitiu identificar uma estirpe, cuja identificação foram 
as seguintes espécies: M. pseudoshottsii, M. marinum e M. ulcerans. O M. 
pseudoshottsii, possui sequências 16S rRNA e hsp65 muito similares ao M. marinum 
e M. ulcerans141. A diferenciação entre M. marinum e o M. ulcerans pode ser feita 
com base na classificação de Runyon, uma vez que o M. marinum é 
fotocromogénico. Como esta característica é partilhada com o M. pseudoshottsii é 
necessário recorrer a outros métodos para os diferenciar, tais como análise de 
ácidos micólicos. No nosso estudo, a identificação desta estirpe só foi possível pela 
análise da sequência 16S rRNA. 
Os resultados obtidos por este método, foram inconclusivos para uma das 
estirpes, uma vez que se obteve apenas 94% de similaridade com as sequências 
depositadas nas bases de dados.  
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Tabela 5. Resultados da identificação pela sequenciação do gene hsp65. 
Identificação por sequenciação do gene hsp65 nas diferentes bases de dados 
GenBanka  Web Databaseb  
Espécie(s) identificada(s) 
[N.º de estirpes] 
Similar. 
(%) 
Espécie(s) identificada(s) 
[N.º de estirpes] 
Similar. 
(%) 
M. abscessus; M. chelonae [6] 100 M. abscessus [6] 100 
M. arupense [2] 100 M. arupense [2] 100 
M. avium [9] 100 M. avium [9] 100 
M. avium; M. avium complex; 
M. bouchedurhonense [1] 100 
M. avium subsp. avium; M. 
bouchedurhonense; M. avium 
subsp.  paratuberculosis; 
M. avium;  [1] 
100 
M. avium;  
M. saskatchewanense [1] 
97 
 
M. triplex; M. seoulens; 
M. saskatchewanense [1] 97 
M. chelonae [4] 100 M. chelonae [4] 98-100 
M. fortuitum [5] 100 M. fortuitum [5] 100/0 
M. gordonae [10] 100 M. gordonae [10] 96-100 
M. gordonae [1] 99 M. triplex [1] 96 
M. neoaurum [1] 98 M. neoaurum [1] 98 
M. hiberniae 
M. kumamotonense [1] 100 M. kumamotonense [1] 100 
M. intracellulare [2] 100 M. intracellulare [2] 99-100 
M. lentiflavum [3] 100 M. lentiflavum [3] 99-100 
M. marinum; M. pseudoshottsi; 
M. ulcerans [1] 99 
M. marinum 
M. pseudoshottsi [1] 99 
M. monacense [1] 96 M. monacense [1] 95 
M. nebraskense [1] 100 M. nebraskense [1] 100 
M. nonchromogenicum [1] 100 M. nonchromogenicum [1] 100 
M. peregrinum [1] 100 M. peregrinum [1] 100 
M. peregrinum, M. porcinum [1] 100 M. peregrinum, M. porcinum [1] 99 
M. xenopi [1] 100 M. xenopi [1] 100 
Inconclusivo  [1] — Inconclusivo  [1] — 
Legenda: As bases de dados utilizadas na identificação das MNT estão disponíveis nos seguintes 
endereços electrónicos: a GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov.); bWeb-Accessible Database of hsp65 
Sequences from Mycobacterium Reference Strains (http://msis.mycobacteria.info).  
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7. ANÁLISE DE PADRÕES DE RESTRIÇÃO DO GENE hsp65 AMPLIFICADO 
POR PCR (PRA)  
O gene hsp65 é importante para a identificação das MNT, não só através da sua 
sequenciação, anteriormente descrita, como também da sua digestão por enzimas 
de restrição específicas. Neste trabalho, utilizámos as enzimas BstEII e HaeIII, que 
integram o protocolo da versão clássica desta técnica. 
 
7.1. Análise dos perfis de restrição dos padrões PRA 
Os fragmentos amplificados de 440 pb do gene hsp65, foram submetidos a 
digestão com as endonucleases de restrição BstEII e HaeIII, que reconhecem 
respectivamente, os locais de restrição G!GTNACC e GG!CC. Os fragmentos 
foram comparados com os padrões de PRA descritos na literatura e da página 
electrónica PRASITE23,35,40,43,49,54,68,99,101,102,107,126,156,157,163,179,193. No Anexo III, é 
descrito o algoritmo dos padrões PRA-hsp65, baseados na análise dos fragmentos 
de 441 pb do gene hsp65, das estirpes da colecção. 
Na figura 4, estão representados alguns dos padrões de restrição 
representativos dos nossos resultados. 
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Figura 4. Análise dos perfis de restrição dos padrões PRA para identificar as espécies de 
Mycobacterium.  
Electroforese em gel de agarose a 3%, corado com SYBR® Safe. As linhas 1 e 17 correspondem ao 
marcador de peso molecular, com fragmentos de ADN compreendidos entre 25-500pb. Em A) as 
linhas 2 a 16 correspondem aos padrões PRA após a digestão de diferentes amostras com a enzima 
BstEII. Em B) as linhas 2 a 16 correspondem aos padrões PRA após a digestão de diferentes 
amostras com a enzima HaeIII. 
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Os resultados obtidos, apenas por esta técnica, permitiram identificar 63% 
(n=34) das estirpes da colecção ao nível da espécie e foram inconclusivos (sem 
algoritmo descrito) em 6% (n=3) dos casos. Para as restantes estirpes, os resultados 
obtidos apresentaram problemas diversos. Em 28% dos casos (n=15), foram 
identificados padrões PRA que correspondem a mais do que uma espécie e em 2% 
(n=1), foram observados padrões PRA muito semelhantes em diferentes espécies. 
Nos restantes 2% (n=1), foram detectados padrões PRA que conjugam os dois 
casos anteriormente descritos (Tabela 6.).  
Das 34 estirpes identificadas apenas por este método (M. abscessus, M. 
arupense, M. avium, M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae tipo 1,3 e 8, M. 
nebraskense, M. nonchromogenicum, M. peregrinum tipo 1 e M. xenopi), sete 
apresentaram padrões PRA que permitiam a identificação ao nível da subespécie. 
Cinco destas estirpes apresentaram padrões PRA correspondentes a M. fortuitum 
subsp. fortuitum ou M. fortuitum subsp. acetamidolyticum e duas estirpes com 
padrões M. avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis e M. avium 
subsp. silvaticum. Em nenhum dos casos foi possível a identificação inequívoca ao 
nível da subespécie, o que demonstra que esta técnica apresenta uma baixa 
resolução para distinguir os membros das referidas espécies. Contudo, em termos 
clínicos tal não é relevante, uma vez que não existe descrita qualquer distinção em 
termos de esquemas terapêuticos. 
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Tabela 6. Resultados da identificação das MNT pelo método PRA. 
Padrões PRA Nº de  
estirpes 
BstEII (pb) HaeIII (pb) 
Espécie(s) identificada(s) 
6 235-210 145-70-60-55 M. abscessus tipo 1 
2 320-115 145-60-50 M. arupense 
 
2 
 
 
235-210 
 
 
130-105 
 
M. avium subsp. avium tipo 1 
M. avium subsp. paratuberculosis tipo 1 
M. avium subsp. silvaticum tipo 1 
9 235-210 130-105-60 M. avium subsp. avium tipo 2 M. colombiense tipo 1 
4 320-130 200-60-55-50 M. chelonae tipo 1 
5 235-120-85 145-120-60-55 
M. fortuitum tipo 1 
M. fortuitum subsp. acetamidolyticum 
tipo 1 
3 235-120-85 160-11-60 M. gordonae tipo 1 
7 235-120-100 130-115 M. gordonae tipo 3 
1 320-115 130-110-70-60 M. gordonae tipo 8 
2 235-120-100 145-130-60 M. intracellulare tipo 1 M. chimaera tipo 1 
320-115 130-110-70 M. kumamotonense tipo 1 
1 
320-115 130-115-60 M. gordonae tipo 4 
3 440 145-130 
M. lentiflavum tipo 1 
M. florentinum tipo 1 
M. simiae tipo 5 
235-210 145-105-80 
M. malmoense tipo 2 
M. marinum tipo 1 
M. ulcerans tipo 1 1 
235-210 145-110-80 M. pseudoshottsii tipo 1 
1 440 125-105-60 M. nebraskense tipo 1 
1 235-120-85 145-60-55 M. nonchromogenicum tipo 1 
1 235-210 145-140-100-50 M. peregrinum tipo 1 
1 235-210 140-125-100-50 
M. peregrinum tipo 2 
M. porcinum tipo 1 
M. septicum tipo 1 
1 235-120-85 160-105-60 M. xenopi tipo 1 
3 — — Inconclusivo 
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Neste estudo, 15 estirpes tiveram padrões partilhados por uma ou mais 
espécie de Mycobacterium (M. avium subsp. avium tipo 2 e M. colombiense tipo 1; 
M. intracellulare tipo 1 e M. chimaera tipo 1; M. lentiflavum tipo 1, M. florentinum tipo 
1 e M. simiae tipo 5; M. peregrinum tipo 2, M. porcinum tipo 1 e M. septicum tipo 1).  
No caso das estirpes do MAC, este método não permite a diferenciação ao 
nível da espécie entre alguns elementos (M. colombiense / M. avium e M. 
intracellulare / M. chimaera), que apresentam padrões PRA idênticos. 
No caso do M. avium / M. colombiense, a sequência 16S rRNA única do 
primeiro permite a sua diferenciação não só do M. avium como dos restantes 
membros do complexo124. Já no caso do M. intracellulare / M. chimaera o gene 16S 
rRNA é idêntico não permitindo fazer a diferenciação. Contudo como as sequências 
do gene hsp65 são distintas, apesar dos padrões de restrição idênticos, a 
diferenciação também é possível104. 
Os resultados da análise PRA para três estirpes da colecção, avançavam três 
possibilidades de classificação: M. florentinum, M. lentiflavum ou M. simiae. Embora 
o M. florentinum tenha uma sequência do gene hsp65 única, tem um padrão PRA 
igual ao do M. lentiflavum, que pode ser diferenciado usando uma terceira enzima de 
restrição HhaI187. Este é um caso em que a caracterização fenotípica, 
concretamente a produção de pigmento, complementa os resultados do método de 
identificação molecular e permite a diferenciação entre as três espécies. O M. simiae 
é fotocromogénico, o M. lentiflavum é escotocromogénico, apresentando colónias 
amarelas em oposição à ausência de pigmento nas colónias do M. florentinum (não-
cromogénico). 
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Neste trabalho, tivemos ainda duas estirpes da colecção para as quais este 
método forneceu três hipóteses de classificação em espécies diferentes. No primeiro 
caso, a estirpe poderia ser classificada como M. peregrinum tipo 2, M. septicum tipo 
1 ou M. porcinum tipo 1. 
Como foi referido anterior neste trabalho (pág. 54), as sequências de 16S 
rRNA das regiões hipervariáveis A e B não permitem diferenciar o M. septicum do M. 
peregrinum183. Contudo, alguns métodos bioquímicos, conjugados com o perfil de 
resistência a alguns antibióticos, permitem fazer a distinção entre estas espécies160. 
Um terceiro teste bioquímico, a redução de nitratos, permite a diferenciação entre o 
M. porcinum e o M. peregrinum. O resultado do teste é positivo para o M. 
peregrinum e negativo para o M. porcinum97,190. 
Algumas espécies apresentam padrões PRA muito semelhantes. Neste 
estudo, tal foi observado para o M. kumamotonense tipo 1 e o M. gordonae tipo 4 
que partilham o mesmo perfil de restrição para a enzima BstEII e que diferem 
apenas em 5-10 pb para a enzima HaeIII, respectivamente 130-110-70 e 130-115-
60. Uma vez mais,  a produção de pigmento foi crucial para a identificação ao nível 
da espécie. O M. kumamotonense é não-cromogénica e o M. gordonae é 
escotocromogénica.  
Para uma das estirpes foi encontrado um padrão PRA que ,não só 
corresponde a mais do que uma espécie (M. malmoense tipo 2, M. marinum tipo 1 e 
M. ulcerans tipo 1), como ainda é muito semelhante a uma outra (M. pseudoshottsii 
tipo 1). A diferenciação entre M. malmoense, M. marinum e o M. ulcerans pode ser 
feita com base na classificação de Runyon, uma vez que apenas o M. marinum é 
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fotocromogénico. Como esta característica é partilhada com o M. pseudoshottsii 
tivemos que recorrer a outros métodos para os diferenciar. A sequência do gene 
hsp65 também não permitiu discriminar as duas espécies, uma vez que diferem 
apenas num nucleótido. A distinção entre estas duas espécies só foi possível pela 
análise da sequência 16S rRNA, conjuntamente com a característica fenotípica, 
produção de pigmento. 
Esta técnica, como todas as técnicas baseadas na análise do ADN, apresenta 
a vantagem de ser mais célere do que os métodos de identificação clássica. 
Relativamente à análise das sequências, apresenta a vantagem de ser mais 
facilmente implementada num laboratório com poucos recursos tecnológicos e 
financeiros. Qualquer laboratório com capacidade para realizar amplificação de 
ADN, digestão do mesmo e separação dos fragmentos resultantes por electroforese 
a pode implementar. 
Esta facilidade de implementação da técnica resultou em algumas 
desvantagens. A utilização de diferentes protocolos por diferentes laboratórios, não 
existindo uniformidade e.g., nos tempos de migração dos fragmentos, voltagens 
aplicadas, entre outros, resultou no aparecimento de diferentes algoritmos para uma 
mesma espécie, com igual sequência hsp65 na região analisada23,54,68,100. 
O facto desta técnica se basear no reconhecimento de determinados locais de 
restrição e no tamanho dos fragmentos originados, independentemente da sua 
composição nucleotídica, acarreta algumas desvantagens. Um mesmo padrão PRA 
pode ser originado por espécies diferentes, independentemente da sua sequência 
do gene hsp65 (440 pb) ser ou não diferente, desde que partilhem os mesmos locais 
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de restrição. Um padrão PRA semelhante pode resultar da digestão de sequências 
diferentes com locais de restrição distintos, para uma ou ambas as enzimas, que 
originam fragmentos com tamanhos semelhantes.  
Outra dificuldade associada a esta técnica, deriva da existência de espécies 
com elevada taxa de polimorfismos nesta região, originando múltiplos padrões PRA 
para uma mesma espécie (e.g., M. gordonae), o que dificulta a interpretação dos 
resultados obtidos68. A inexistência de padrões PRA para as novas espécies 
emergentes torna difícil a correcta identificação das mesmas35,68.  
 
8. RESULTADOS GLOBAIS 
 
Nesta parte do trabalho, pretendemos comparar os resultados obtidos através 
das várias metodologias utilizadas na identificação das 54 estirpes da colecção, 
designadamente: sequenciação dos genes 16S rRNA e hsp65 e PRA-hsp65. Os 
resultados obtidos por cada uma das técnicas mencionadas são apresentados na 
tabela 7 e são descritos para cada estirpe no Anexo IV. 
Das estirpes estudadas, não foi possível identificar, com a metodologia utilizada 
neste trabalho, duas estirpes até ao nível da espécie. Ambas foram identificadas 
como pertencentes a um complexo: MAC e complexo Mycobacterium fortuitum.  
Apenas quatro espécies de MNT foram identificadas de forma inequívoca e 
concordante quer pela técnica de sequenciação dos genes 16S rRNA e hsp65 como 
pelo PRA-hsp65. As espécies incluídas neste grupo foram o M. arupense, M. 
nebraskense, M. nonchromogenicum e M. xenopi. 
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A sequenciação dos genes 16S rRNA e hsp65 permitiu identificar as estirpes 
pertencentes às seguintes espécies: M. arupense, M. avium, M. fortuitum, M. 
gordonae, M. lentiflavum e M. monacense, embora, aparentemente, os resultados 
não fossem concordantes. 
Os resultados obtidos podem ser divididos em três categorias. Na primeira, 
colocamos as estirpes que obtiveram a mesma classificação para os dois genes em 
todas as bases de dados (M. lentiflavum e M. monacense). A segunda, inclui as 
espécies para as quais a classificação obtida para um dos genes foi discordante, 
pelo menos, numa das bases de dados utilizadas. Este é o caso do M. arupense que 
na base de dados RIDOM é classificado como M. terrae. Tal resulta de, nesta base 
de dados, não ter sido depositada nenhuma sequência de M. arupense, alertando 
para a necessidade de as bases de dados serem permanentemente actualizadas. 
No outro caso, enquadra-se uma estirpe classificada como M. gordonae em todas as 
bases de dados, excepto na Web Database, que a classificou como M. triplex. Esta 
estirpe foi identificada como M. gordonae, não com base nestes dados mas na 
análise PRA discutida mais adiante neste texto.  
As duas estirpes para as quais o gene hsp65 não apresentou capacidade 
discriminatória ao nível da espécie, foram incluídas na terceira categoria. Neste 
caso, a classificação ao nível da espécie foi atribuída com base nos resultados da 
sequenciação do gene 16S rRNA. Uma estirpe cuja identificação final foi M. avium, 
foi identificada por este método como várias espécies pertencentes ao MAC. O outro 
caso foi um M. fortuitum, para o qual não foi possível obter uma identificação 
precisa, tendo o resultado final sido considerado inconclusivo. Esta estirpe 
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apresentou 100% de similaridade na GenBank, com uma estirpe identificada apenas 
ao nível do género, em células mononucleares do sangue periférico de um doente 
com SIDA. A análise do seu padrão PRA-hsp65 também não foi conclusiva uma vez 
que não coincidiu com nenhum padrão descrito. 
A análise dos resultados obtidos com o PRA-hsp65 das estirpes acima referidas, 
originou para uma das espécies de MNT, identificada correctamente em todas as 
bases de dados pelas sequências de ambos os genes, um padrão PRA 
desconhecido. Uma possível explicação para este facto será a estirpe em causa, o 
M. monacense, apresentar algum polimorfismo que origine padrões PRA diferentes 
dos publicados, à semelhança do descrito para outras micobactérias (e.g., M. 
gordonae)68. 
As estirpes identificadas como M. avium, M. fortuitum e M. lentiflavum 
apresentaram um padrão PRA que é partilhado por mais que uma espécie de 
micobactéria. Relativamente ao M. gordonae, o PRA-hsp65 identificou 
correctamente todas as estirpes analisadas. Curiosamente, a estirpe que foi 
identificada como M. triplex na Web Database, possui o perfil de restrição do M. 
gordonae tipo 8. 
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Tabela 7. Sumário dos resultados da identificação pelos métodos moleculares 
Sequenciação do gene 16S rRNA Sequenciação do gene hsp65 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBanka Web Databased 
PRA-hsp65 Resultado 
M. abscessus subsp. 
abscessus 
M. abscessus subsp. bolletii 
M. chelonae 
[5] 
M. abscessus 
M. chelonae 
M. bolletii 
M. massiliense 
[6] 
M. abscessus 
M. chelonae 
[6] M. abscessus subsp. 
abscessus 
M. chelonae 
[1] 
M. abscessus 
M. chelonae 
[6] 
M. abscessus 
[6] 
M. abscessus 1 
[6] 
M. abscessus 
[6] 
M. arupense [2] M. terrae [2] M. arupense [2] M. arupense [2] M. arupense [2] M. arupense [2] M. arupense [2] 
M. avium  
[2] 
M. avium 
 [2] 
M. avium  
[2] 
M. avium  
[2] 
M. avium 
 [2] 
M. avium subsp. 
avium 1 
M. avium subsp. 
paratuberculosis 1 
M.avium 
subsp.silvaticum1 [2] 
M. avium 
[2] 
M. avium [7] M. avium [7] 
M. avium 
 [8] M. avium [8] 
M. avium 
 [8] 
M. avium 
M. avium complex 
M. bouchedurhonense 
[1] 
M. bouchedurhonense 
M. avium subsp. 
paratuberculosis 
M. avium subsp. 
avium 
[1] 
M. avium subsp. 
avium 2 
M. colombiense 1 
[8] 
M. avium 
[8] 
M. arosiense 
M. avium complex 
M. colombiense 
M. intracellulare 
M. marseillense 
[1] 
M. intracellulare 
[1] 
M. marseillense 
[1] 
M. avium 
M. saskatchewanensee 
[1] 
 
M. seoulens 
M. triplex 
M. saskatchewanensee 
[1] 
 
M. avium subsp. 
avium 2 
M. colombiense1  
[1] 
M. avium 
complex 
[1] 
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Tabela 7. Sumário dos resultados da identificação pelos métodos moleculares (Continuação). 
Sequenciação do gene 16S rRNA Sequenciação do gene hsp65 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBanka Web Databased 
PRA-hsp65 Resultado 
M. abscessus subsp. 
bolletii 
M. chelonae 
M. salmoniphilum 
[1] 
M. chelonae 
[1] 
M. chelonae 
[2] M. abscessus subsp. abscessus 
M. abscessus subsp. 
bolletii 
M. chelonae 
[1] 
M. chelonaee  
[1] 
M. abscessus subsp. 
abscessus 
M. chelonae 
[1] M. abscessus M. bolletii 
M. chelonae 
M. massiliense 
[2] 
M. abscessus 
M. chelonae 
[4] 
M. abscessus subsp. 
abscessus 
M. abscessus subsp. 
bolletii 
M. chelonae 
[1] 
M. chelonae 
[4] 
M. chelonae 
[2] 
M. chelonae 1 
[4] 
M. chelonae 
[4] 
M. fortuitum 
[5] 
M. fortuitum 
[5] 
M. fortuitum 1 
M. fortuitum subsp. 
acetamidolyticum1 
[5] 
M. fortuitum 
[6] 
M. fortuitum 
[6] 
M. fortuitum 
[6] 
Inconclusivo [1] Inconclusivo [1] Inconclusivo [1] 
M. fortuitum 
[6] 
M. fortuitum 
M. porcinum 
M. neworleansense 
[1] 
M. fortuitum 
M. porcinum 
[1] 
M. porcinum 
M. neworleansense 
[1] 
M. peregrinum 
M. porcinum 
[1] 
M. peregrinum 
M. porcinum 
[1] 
M. peregrinum 2 
M. porcinum 1 
M. septicum 1 
[1] 
M. fortuitum 
complex 
[1] 
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Tabela 7. Sumário dos resultados da identificação pelos métodos moleculares (Continuação). 
Sequenciação do gene 16S rRNA Sequenciação do gene hsp65 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBanka Web Databased 
PRA-hsp65 Resultado 
M. frederiksbergense 
[1] 
M. fluoroanthenivorans 
[1] 
M. frederiksbergense 
[1] 
M.  neoaurume 
[1] 
M.  neoaurume 
[1] 
Inconclusivo 
[1] 
M. 
frederiksbergense 
[1] 
M. gordonae [3] M. gordonae 1 [3] 
M. gordonaee [7] M. gordonae 3 [7] 
M. gordonae 
[11] 
M. gordonae 
[11] 
M. gordonae 
[11] 
M. gordonae 
[11] 
M. triplexe [1] M. gordonae 8 [1] 
M. gordonae 
[11] 
M. arosiense 
M. avium complex 
M.bouchedurhonense 
M. chimaera 
M. colombiense 
M. intracellulare 
M. vulneris 
[1] 
M. marseillense 
[1] 
M. intracellulare 
[1] 
M. intracellulare 
[2] 
M. chimaera 
[1] 
M. intracellulare 
[2] 
M. intracellulare 
[2] 
M. chimaera 1 
M. intracellulare 1 
[2] 
M. intracellulare 
[2] 
M. kumamotonense1 
[1] M. kumamotonense 
[1] 
M. terrae 
[1] 
M. kumamotonense 
[1] 
M. kumamotonense 
M. hiberniae 
[1] 
M. kumamotonense 
[1] 
M. gordonae 4 [1] 
M. 
kumamotonense 
[1] 
M. lentiflavum 
[3] 
M. lentiflavum 
[3] 
M. lentiflavum 
[3] 
M. lentiflavum 
[3] 
M. lentiflavum 
[3] 
M. florentinum 1 
M. lentiflavum 1 
M. simiae 5 
[3] 
M. lentiflavum 
[3] 
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Tabela 7. Sumário dos resultados da identificação pelos métodos moleculares (Continuação). 
Sequenciação do gene 16S rRNA Sequenciação do gene hsp65 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBanka Web Databased 
PRA-hsp65 Resultado 
M. malmoense 2 
M. marinum 1 
M. ulcerans 1 
[1] 
M. marinum 
M. ulcerans 
[1] 
M. marinum 
M. ulcerans 
[1] 
M. marinum 
M. ulcerans 
[1] 
M. marinum 
M. pseudoshottsi 
M. ulcerans 
[1] 
M. marinum 
M. pseudoshottsi 
[1] 
M. pseudoshottsii 1 
[1] 
M. marinum 
[1] 
M. monacense 
[1] 
M. monacense 
[1] 
M. monacense 
[1] 
M. monacensee 
[1] 
M. monacensee 
[1] 
Inconclusivo 
[1] 
M. monacense 
[1] 
M. nebraskense 
[1] 
M. malmoense 
[1] 
M. nebraskense 
[1] 
M. nebraskense 
[1] 
M. nebraskense 
[1] 
M. nebraskense 1 
[1] 
M. nebraskense 
[1] 
M. 
nonchromogenicum 
[1] 
M. 
nonchromogenicum 
[1] 
M. 
nonchromogenicum 
[1] 
M. 
nonchromogenicum 
[1] 
M. 
nonchromogenicum 
[1] 
M. 
nonchromogenicum1 
[1] 
M. 
nonchromogenicum 
[1] 
M. peregrinum 
M. septicum 
[1] 
M. peregrinum 
M. septicum 
[1] 
M. septicum 
[1] 
M. peregrinum 
[1] 
M. peregrinum 
[1] M. peregrinum 1 [1] 
M. peregrinum 
[1] 
M. xenopi 
[1] 
M. xenopi 
[1] 
M. xenopi 
[1] 
M. xenopi 
[1] 
M. xenopi 
[1] 
M. xenopi 1 
[1] 
M. xenopi 
[1] 
 
Legenda: As bases de dados utilizadas na identificação das MNT estão disponíveis nos seguintes endereços electrónicos: aGenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov.); bRIDOM (http://rdna.ridom.de/); cEzTaxon (http://www.eztaxon.org/) dWeb-Accessible Database of hsp65 Sequences from 
Mycobacterium Reference Strains (http://msis.mycobacteria.info), eIdentificado uma percentagem de similariedade inferior a 99% e [n] corresponde ao 
número de estirpes. 
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Neste estudo, foi possível verificar algumas das limitações anteriormente 
mencionadas na identificação das seguintes estirpes: M. abscessus, M. chelonae, M. 
frederiksbergense, M. intracellulare, M. kumamotonense, M. marinum e M. 
peregrinum. 
A sequenciação do fragmento (neste caso ! 600 pb), com as regiões hiper-
variáveis A e B, do gene 16S rRNA, não permitiu a diferenciação entre o M. 
abscessus e o M. chelonae, à excepção de duas estirpes de M. chelonae que foram 
correctamente identificadas na GenBank. A sequenciação do fragmento de 440 pb 
do gene hsp65, também não permitiu a distinção destas duas espécies na base de 
dados da GenBank, mas foi possível identificar correctamente todas as estirpes de 
M. abscessus na Web Database. As estirpes de M. chelonae foram diferenciadas em 
ambas as bases de dados, embora uma das estirpes tenha apresentado uma 
similaridade inferior a 99% na Web Database.  
O PRA-hsp65 permitiu identificar de forma inequívoca, todas as estirpes de M. 
abscessus e de M. chelonae.  
A estirpe identificada como M. frederiksbergense pelo gene 16S rRNA, obteve a 
identificação de M. neoaurum com o gene hsp65. Estas duas espécies são 
filogeneticamente próximas e escotocromogénicas, pelo que não são passíveis de 
diferenciação com base nas características fenotípicas. O padrão PRA foi 
igualmente inconclusivo. A identificação pelo gene hsp65 foi de M. neoaurum, com 
similaridade de 98% na GenBank e Web Database, com 10 ou 8 pb de diferença, 
respectivamente. Deste modo, foi valorizada a identificação obtida através da 
sequência do gene 16S rRNA, em que se obteve 100% de similaridade para o M. 
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frederiksbergense. Também neste caso, a base de dados RIDOM não tem nenhuma 
sequência de M. frederiksbergense. 
Duas estirpes foram identificadas como M. intracellulare. O gene hsp65 
demonstrou ser mais preciso na identificação destas estirpes. Na sequenciação do 
gene 16S rRNA foi observada alguma ambiguidade nos resultados. Embora ambas 
tenham sido identificadas na base de dados RIDOM como M. intracellulare, na 
EzTAxon uma foi identificada como M. marseillense e a outra como M. chimaera 
(ambas pertencentes ao MAC). Curiosamente, na GenBank, uma das estirpes foi 
identificada como M. intracellulare, enquanto a outra foi identificada como várias 
espécies de MNT todas pertencentes ao MAC. O padrão PRA de ambas as estirpes 
resultou em duas espécies: o M. chimaera tipo 1 e M. intracellulare tipo 1.   
 
A estirpe identificada como M. kumamotonense, foi erradamente identificada 
como M. terrae na base de dados RIDOM, uma vez mais devido à falta de 
actualização da mesma. Quanto à identificação através da sequência do gene 
hsp65, esta estirpe foi identificada como M. kumamotonense em ambas as bases de 
dados, e adicionalmente como M. hiberniae na GenBank. A existência de padrões 
de restrição muito semelhantes é uma das limitações da técnica PRA, que pode 
induzir em erro na identificação da espécie em estudo. Neste caso, os padrões de 
restrição para a enzima BstEIII eram iguais e diferiam apenas em 5-10 pb para a 
enzima HaeIII. As espécies com os padrões de restrição semelhantes foram o M. 
kumamotonense tipo 1 e M. gordonae tipo 4. Neste caso, a produção de pigmento 
foi essencial para a correcta identificação ao nível da espécie. Tanto o M. hiberniae 
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como o M. gordonae são escotocromogénicas e o M. kumamotonense é não-
cromogénico.  
A produção pigmento também teve um papel crucial na identificação da estirpe 
identificada como M. marinum. Tanto a sequenciação dos genes 16S rRNA e hsp65, 
como o PRA-hsp65, não permitiram uma identificação precisa para esta estirpe 
quando utilizados isoladamente. O 16S rRNA não diferenciou entre M. marinum e M. 
ulcerans e a sequência do gene hsp65 identificou adicionalmente como M. 
pseudoshottsii. Nesta estirpe, foi observado um padrão PRA que corresponde a 
mais do que uma espécie (M. malmoense tipo 2, M. marinum tipo 1 e M. ulcerans 
tipo 1) e um outro muito semelhante (M. pseudoshottsii tipo 1).   
Sendo o M. marinum e o M. pseudoshottsii fotocromogénicos, a identificação 
desta estirpe foi feita através da análise da sequência 16S rRNA, conjuntamente 
com a classificação de Runyon. 
Por último, a estirpe de M. peregrinum obteve resultados ambíguos na 
identificação pelo gene 16S rRNA: M. septicum na base de dados EzTaxon e M. 
peregrinum e M. septicum nas restantes bases de dados (GenBank e RIDOM). O 
gene hsp65, mais uma vez, demonstrou ter maior poder de resolução e tanto a sua 
sequenciação como o PRA, identificaram esta estirpe, sem ambiguidades como M. 
peregrinum.  
A eficiência dos diferentes métodos moleculares (PRA-hsp65 e sequenciação 
dos genes hsp65 e 16S rRNA) na identificação de MNT foi avaliada isoladamente e 
quando complementados com a avaliação duma característica fenotípica (produção 
ou ausência de pigmento).  
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Esta análise elegeu a sequenciação do gene hsp65 como a técnica mais 
precisa (Figura 5.).  Outra conclusão retirada foi que a análise da produção de 
pigmento, quando utilizada em conjunto com os métodos moleculares, potencia a 
precisão de identificação das estirpes para os diferentes métodos. A técnica que 
mais beneficiou desta associação foi o PRA-hsp65, que sofreu um incremento de 
7% quando complementada com a característica fenotípica.  
 
 
 
Figura 5. Comparação da eficiência dos métodos moleculares usados isoladamente vs. 
combinados com métodos fenotípicos. 
Número de estirpes identificadas, expresso em percentagem, através da sequenciação do 
gene 16S rRNA e gene hsp65, PRA-hsp65) e em conjunto com uma característica 
fenotípica(produção ou ausência de pigmentação). 
Legenda: C.F. – característica fenotípica (presença ou ausência de pigmentação). 
 
Quando se comparou a eficiência dos vários métodos moleculares entre si foi 
possível observar que a utilização de apenas um alvo molecular (gene hsp65) pelas 
diferentes técnicas, permitiu apenas identificar 89% das estirpes de MNT (Figura 6.). 
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A sequenciação dos genes 16S rRNA e hsp65, quando utilizadas em conjunto, 
permitiram identificar 94% das estirpes estudadas. Este número não aumentou 
quando se combinaram os três métodos moleculares utilizados. Contudo, a 
utilização de características fenotípicas (neste caso, presença ou ausência de 
pigmentação) em conjunto com os métodos moleculares permitiu aumentar o 
número de estirpes identificadas. 
 
Figura 6. Comparação entre os diferentes métodos moleculares vs. característica fenotípica. 
Percentagem de identificação das estirpes através da sequenciação do gene 16S rRNA e 
gene hsp65, PRA-hsp65) e em conjunto com uma característica fenotípica. 
Legenda: C.F. – característica fenotípica (presença ou ausência de pigmentação). 
 
O exposto anteriormente, demonstra claramente que as técnicas utilizadas 
apresentam limitações na identificação de MNT ao nível da espécie. Assim, para a 
identificação de espécies destes microrganismos, é necessário a utilização de mais 
do que um gene como marcador molecular e, muitas vezes, complementar a análise 
genotípica com a fenotípica. A sequenciação de fragmentos dos genes 16S rRNA e 
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hsp65, não permite a diferenciação de algumas espécies de micobactérias. A 
sequenciação integral do gene permite a identificação de algumas MNT. Contudo, 
uma vez que algumas estirpes possuem sequências iguais ou idênticas (1 ou 2 
nucleótidos de diferença) para um determinado gene, esta estratégia não é 
suficiente. Este facto realça a necessidade de utilizar vários marcadores moleculares 
em simultâneo. 
O gene hsp65 é outro marcador molecular muito utilizado que apresenta 
algumas vantagens sobre o gene 16S rRNA. Entre elas, encontramos a capacidade 
de diferenciação entre espécies intimamente relacionadas, tais como o M. 
abscessus e o M. chelonae; M. szulgai e o M. malmoense e entre M. kansasii e o M. 
gastri92. Esta diferenciação é difícil de ser conseguida com a análise do gene 16S 
rRNA, devido à pequena variação na sequência94. A análise das sequências 16S 
rRNA não permite a discriminação entre as seguintes espécies de MNT: M. 
abscessus / M. chelonae; M. avium / M. intracellulare; M. peregrinum / M. septicum; 
M. kansasii / M. gastri; M. marinum / M. ulcerans149,174,192,212. 
Embora seja raro, algumas estirpes de micobactérias (complexo M. terrae e M. 
celatum) têm duas cópias do gene 16S rRNA com diferentes sequências no mesmo 
microrganismo128,139. Nestes casos, é necessário ter alguns cuidados na 
interpretação dos resultados devido aos polimorfismos na sequência. A análise do 
gene hsp65, conhecido como um gene de cópia única, pode resolver esse problema.  
As bases de dados utilizadas na interpretação dos resultados da sequenciação 
também levantaram alguns problemas. No nosso estudo, observámos que uma 
mesma sequência, duma determinada MNT, deu origem a diferentes classificações 
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ao nível da espécie, consoante a base de dados utilizada. Um outro problema, 
particularmente relevante para as novas espécies, reside na desactualização das 
bases de dados, nomeadamente da GenBank e da RIDOM184. 
De acordo com a descrição de Tortoli, as bases de dados genéticas podem ser 
agrupadas em dois grandes grupos: as controladas e as não controladas184.  
No nosso estudo, utilizámos bases de dados pertencentes a ambos os grupos. A 
GenBank pertence ao primeiro grupo e as restantes (RIDOM, EzTaxon e Web 
Database) ao segundo grupo. 
As sequências submetidas na GenBank carecem de validação, tanto na 
qualidade das sequências, como na actualização da classificação taxonómica das 
micobactérias. Entre as deficiências encontradas, salientamos a existência de 
“espécies” com designações não validadas, espécies mal classificadas e em alguns 
casos a classificação ficou limitada ao género68,184,192. Como não existe um controlo 
das sequências submetidas nesta base de dados, sequências idênticas podem dar 
percentagens de similaridade diferentes192. Deste modo, é possível obter uma 
identificação perfeita a partir de uma sequência com baixa qualidade. Além disso, 
esta base de dados contém uma enorme quantidade de sequências com falhas, o 
que pode levar a erros na identificação, porque mesmo que as sequencias estejam 
correctas, a pontuação mais alta pode ser dada a uma sequência com similaridade 
de 99% se o tamanho do fragmento submetido for maior192.  
Embora as bases de dados controladas incluam sequências com excelente 
qualidade e correctamente caracterizadas, a sua utilização é limitada devido à 
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desactualização das mesmas (RIDOM) e pela exclusão de sequências que não 
pertençam a estirpes de referência (EzTaxon e Web Database). 
O hsp65 pode ser utilizado não só em técnicas de sequenciação, mas também 
numa técnica designada por PRA. Esta técnica consiste na digestão enzimática do 
produto de amplificação do gene e na análise dos fragmentos resultantes. Embora o 
PRA-hsp65 apresente a vantagem de ser uma técnica de baixo custo, que permite a 
diferenciação entre M. abscessus / M. chelonae e M. fortuitum / M. peregrinum54 
também apresenta algumas desvantagens. Entre estas, salientamos a falta de 
uniformidade nos protocolos para a electroforese, o que resulta no aparecimento de 
diferentes algoritmos para uma mesma espécie, com igual sequência hsp65 na 
região analisada23,54,68,100. Os algoritmos PRA publicados apresentam padrões que 
diferem dentro de uma faixa de 5-15 pb, o que torna a interpretação dos resultados 
dúbia35. 
Este método requer um software apropriado para determinar o tamanho dos 
fragmentos, expresso em pb, resultantes da digestão pelas enzimas. Esta 
ferramenta é particularmente importante para a análise dos fragmentos originados 
pela enzima HaeIII, que estão dependentes de polimorfismos que originam 
fragmentos menores que 200 pb54. 
A existência de espécies com elevada taxa de polimorfismos na região de 
interesse, o que origina múltiplos padrões PRA para uma mesma espécie (e.g., M. 
gordonae), dificulta a interpretação dos resultados obtidos68. As espécies com 
significado clínico, como o M. avium e o M. kansasii, têm entre 5 a 6 padrões PRA 
distintos. Esta variabilidade pode resultar numa elevada frequência de padrões 
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ambíguos e de difícil interpretação35. Outras dificuldades resultam da existência de 
padrões de restrição partilhados por mais que um espécie, de padrões PRA 
semelhantes para espécies diferentes e na inexistência de padrões PRA para as 
novas espécies emergentes, o que torna difícil a correcta identificação das 
mesmas35,68,100.  
Um laboratório que pretenda implementar a técnica PRA-hsp65 para a 
identificação de MNT, deve começar por analisar estirpes de referência 
representativas das principais espécies isoladas localmente34,49 e validar o seu 
protocolo (preparação do gel, marcadores de peso molecular apropriados e 
condições de corrida)100. Os tamanhos das bandas dos fragmentos devem ser 
determinados através de software adequado (e.g., QuantyOne)54. Os padrões 
obtidos devem ser comparados com os algoritmos publicados na literatura ou que 
constam do PRASITE, a fim de resolver pequenas diferenças e construir uma tabela 
personalizada para utilização interna. A análise PRA-hsp65 é mais rápida e 
fidedigna que os métodos fenotípicos, sendo particularmente eficaz na resolução 
das espécies patogénicas mais comuns35. No entanto, é possível aumentar a 
precisão da identificação por esta técnica, através da análise de certas 
características fenotípicas (e.g., produção de pigmento)100. 
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CAPITULO IV – Conclusão e perspectivas futuras  
 
A correcta identificação das estirpes de MNT presentes em amostras clínicas é 
crucial para o diagnóstico. Uma vez que estes microrganismos são maioritariamente 
ambientais, o laboratório deve informar o médico do contexto em que a amostra foi 
colhida, de forma a que este possa avaliar a relevância clínica do mesmo. 
Do ponto de vista da análise laboratorial este trabalho demonstrou que um 
resultado fidedigno só é conseguido através da combinação de metodologias 
diferentes. Todos os métodos actualmente disponíveis, tanto os baseados nas 
características genotípicas como nas fenotípicas, apresentam vantagens e 
desvantagens que foram discutidas anteriormente. Contudo, quando combinados, 
permitem superar algumas das desvantagens e maximizar as vantagens. Por 
exemplo, enquanto o PRA-hsp65 pode falhar na identificação de algumas estirpes, 
outras podem não ser correctamente identificadas pela sequenciação de fragmentos 
do gene 16S rRNA ou do hsp65. As características culturais básicas, apesar da sua 
morosidade (taxa de crescimento e produção de pigmento), podem ajudar na 
confirmação da identificação molecular, na detecção de culturas mistas, e 
classificação de espécies com padrões PRA-hsp65 iguais. 
Um aspecto muito relevante para o sucesso na identificação das MNT reside 
na formação dos analistas. Estas micobactérias são microrganismos emergentes 
cujo número aumenta continuamente. Assim, o analista deve estar 
permanentemente actualizado relativamente às alterações taxonómicas e 
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familiarizado não só com as técnicas laboratoriais, mas também com as ferramentas 
maioritariamente informáticas, que permitem a interpretação dos resultados.  
 
A principal conclusão deste trabalho é que após ter sido estabelecido no 
laboratório um procedimento para a identificação de MNT constituído por um 
conjunto de metologias validadas é crucial a criação duma base de dados robusta 
com todos os resultados obtidos. Esta base de dados permitirá ao laboratório não só 
validar os seus próprios resultados como proceder à sua actualização quando e.g., 
são identificadas novas espécies com relevância clínica.  
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CAPITULO V – Materiais e métodos 
 
1. CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 
Foram estudadas 54 estirpes isoladas de 45 doentes diferentes, tendo como 
critério de selecção não pertencerem ao complexo Mycobacterium tuberculosis. As 
estirpes de MNT utilizadas neste estudo foram isoladas em Portugal, durante os 
anos de 2008 e 2009 e integram a colecção de estirpes bacterianas do DDI-INSA.  
 
2. IDENTIFICAÇÃO FENOTÍPICA 
A correcta identificação das micobactérias depende da pureza das culturas. Uma 
cultura micobacteriana contaminada pode originar resultados falso-positivos ou 
negativos nos testes de identificação. O recurso à coloração de Ziehl-Neelsen de um 
esfregaço da cultura permite verificar se a mesma está contaminada e se é 
composta ou não por bacilos ácido-álcool resistente (BAAR). 
 
2.1. Cultura em meio sólido e manutenção das estirpes de MNT 
 Um tubo contendo a estirpe conservada a -80ºC foi descongelado e semeado, 
em duplicado, em meio de Lowenstein-Jensen (LJ). A incubação foi efectuada às 
temperaturas de 30, 37 e 42ºC até se observar um crescimento visível. Um dos 
tubos foi utilizado para extracção de ADN e preparação da cultura para avaliação 
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das características fenotípicas e o outro para congelar a estirpe de forma a repor a 
colecção. 
 A manutenção das culturas foi efectuada através da transferência de uma 
ansa de colónias de MNT do meio de LJ para um tubo de criopreservação contendo 
300 µl de água destilada estéril e armazenadas a -80ºC até posterior utilização. 
Nestas condições as micobactérias permanecem viáveis durante anos. 
 
2.2. Preparação da suspensão bacilar 
A partir de UFC em meio sólido, foi feita uma suspensão com o cerca de 
12x108 UFC/ml (MacFarland 4). As colónias foram colocadas num tubo estéril com 
cerca de 15 esferas de vidro (5 mm de diâmetro) e foram homogeneizadas 
suavemente com o auxílio de um vórtex durante cerca de 30 s. De seguida foram 
adicionados 0,5 ml de água destilada estéril e a suspensão foi homogeneizada com 
o auxílio de um vórtex durante 10 s. Por fim foram adicionados mais 4,5 ml de água 
destilada estéril e foi repetido o procedimento de homogenização. Esta suspensão 
bacilar foi utilizada para a determinação da produção de pigmento, presença ou 
ausência de crescimento às temperaturas de 30, 37 e 42ºC e tempo de crescimento.  
 
2.3. Crescimento das culturas de MNT a diferentes temperaturas 
Para determinar as relações térmicas das MNT foi verificada a presença ou 
ausência de crescimento de culturas incubadas a diferentes temperaturas. Para tal, 
foram inoculados 0,2 ml da suspensão bacilar em três tubos contendo meio de LJ. 
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Estes tubos foram incubados às temperaturas de 30, 37 e 42ºC até ser observado 
crescimento visível. 
 
2.4. Tempo de crescimento das culturas de MNT  
O tempo de crescimento deve ser determinado em culturas com colónias bem 
isoladas, i.e., sem desenvolvimento confluente. Deste modo, foi ajustada a turvação 
da suspensão bacilar anteriormente preparada, juntando água destilada estéril até 
igualar a opacidade do padrão nº1 da escala de MacFarlan. Foram inoculados 0,2 ml 
da suspensão em três tubos contendo meio de LJ e incubados às temperaturas de 
30, 37 e 42ºC. O aparecimento de colónias nos tubos foi verificado com uma 
periodicidade semanal. As culturas que apresentaram crescimento visível em menos 
de 7 dias foram registadas como micobactérias de crescimento rápido. Aquelas para 
as quais o crescimento foi detectado após mais de 7 dias foram registadas como 
MNT de crescimento lento. 
 
2.5. Produção de pigmento das culturas de MNT 
A produção de pigmento e as condições de aparecimento são propriedades 
características das micobactérias. As espécies cujas colónias adquirem cor (que 
pode variar do amarelo ao laranja) quando expostas à luz são designadas por 
fotocromogénicas; as escotocromogénicas produzem pigmento quando cultivadas 
tanto na ausência como na presença da luz e as não-cromogénicas apresentam 
colónias geralmente não pigmentadas (cor creme) tanto na ausência como na 
presença da luz.  
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A partir da suspensão padronizada (MacFarlan 1) foram efectuadas diluições 
decimais até 10-3. Para tal, foram adicionados 0,5 ml da suspensão inicial a 4,5 ml 
de água destilada (10-1). Para a diluição 10-2, foram adicionados 0,5 ml da diluição 
10-1 a 4,5 ml de água destilada e assim sucessivamente.  
Foram semeados 2 tubos de LJ com 0,2 ml de da diluição 10-3 de modo a se 
obterem culturas bem isoladas. Os tubos foram embrulhados com papel de alumínio 
e incubados às diferentes temperaturas (30º, 37º e 42ºC). 
Quando se observou crescimento visível, o tubo incubado na obscuridade foi 
exposto à luz, com a tampa desenroscada. A exposição à luz duma lâmpada 
fluorescente colocada a cerca de 30 cm de altura foi mantida durante duas horas. De 
seguidamente o tubo foi novamente colocado, meio roscado, na estufa. Foi registado 
se ocorreu formação de pigmento nas culturas mantidas na presença de luz. No dia 
seguinte o aspecto das UFC dos dois tubos foi comparado e foi registado se 
aparecia ou não pigmentação nas culturas mantidas na obscuridade.  
 
3. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 
Para a identificação das espécies micobacterianas foi efectuada a amplificação e 
sequenciação de um segmento do gene que codifica a proteína de choque térmico 
65-kDa (hsp65) e de um segmento do gene que codifica para a unidade ribossomal 
16SrRNA através das técnicas de PCR e sequenciação automática. 
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3.1. Extracção de ADN genómico 
A extracção de ADN genómico foi realizada utilizando o kit comercial 
QIAamp® DNA Mini (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), de acordo com as 
instruções do fabricante. 
A extracção de ADN genómico de cada estirpe foi realizada a partir da cultura 
em meio sólido LJ. Em resumo, as culturas foram transferidas com o auxílio de uma 
ansa para um tubo estéril rolhado, ressuspendidas em 180 µl de tampão ATL e 
incubadas durante 10 min a 95ºC. De seguida foram adicionados 20 µl de 
Proteinase K. O tubo foi incubado a 56ºC até lise completa (1-2h). Após a lise 
celular, foram adicionados 200 µl de tampão AL. O conteúdo do tubo foi 
homogeneizado, por agitação no vórtex e foi a incubar a 70ºC por 10 min. Após esse 
período foram adicionados 200 µl de etanol 96-100%. O conteúdo do tubo foi 
homogeneizado, por agitação no vórtex e transferido na totalidade para uma coluna 
QIAamp Mini Column com um tubo colector de 2 ml e centrifugado a 6.000 xg 
(Centrífuga 5415D, Eppendorf) durante 1 min. O tubo colector foi descartado e a 
coluna tranferida para um tubo colector limpo ao qual se adicionou 250 µl de tampão 
AW1. Este foi centrifugado como anteriormente. Este procedimento foi repetido mais 
uma vez após o que se adicionaram, por duas vezes, 250 µl de tampão AW2 e se 
centrifugou primeiro a 6.000 xg, 1 min e depois a 16.000 xg, 3 min. O tubo colector 
foi então rejeitado e a coluna tranferida para um tubo colector limpo. Foi efectuada 
uma nova centrifugação (6.000 xg, 1 min) para eliminar qualquer vestígio de solução 
de lavagem. Para a eluicão do ADN, a coluna foi transferida para um tubo cónico de 
1,5 ml com tampa, foram adicionados 50 µl de tampão AE e centrifugou-se (6.000 
!g, 1 min). O ADN extraído foi conservado a -20ºC até ao momento da utilização. 
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3.2. Amplificação de um fragmento do gene hsp65  
Os iniciadores (doravante designados por primers) utilizados para amplificar o 
fragmento de 440 pb do gene hsp65 (entre as posições 398 e 836 da sequência 
publicada) são descritos na tabela 8179. 
A mistura para a reacção de PCR foi preparada, numa câmara de fluxo laminar 
vertical (Telstar Mini V/PCR), para um volume final de 50 µl. A sua composição era a 
seguinte: 5 µl (entre 10-50 ng) de ADN; 10% de Glicerol; tampão de PCR 1X [(10 
mM Tris-HCl pH8,3; 50 mM KCL; 1,5 mM MgCl2; 0,001% (p/v) gelatin) (Applied 
Biosystems Inc., Foster City, EUA)]; 1,5 mM de MgCl2 (Applied Biosystems Inc., 
Foster City, EUA); 200 µM de cada dNTP (Bioline Ltd, Londres, Reino Unido); 0,5 
µM de cada primer (Invitrogen S.A, Barcelona, Espanha); 1U Taq DNA Polimerase 
(Applied Biosystems Inc., Foster City, EUA) e um volume de água destilada estéril 
suficiente para perfazer o volume final de 50 µl. Em cada ensaio foi usado um 
controlo negativo no qual o volume de ADN foi substituído por água destilada. 
A reacção de amplificação foi realizada num Termociclador GeneAmp® PCR 
System 9700 (Applied Biosystems Inc., Foster City, EUA) e consistiu numa 
desnaturação inicial (5 min a 94ºC), precedido de 45 ciclos constituídos por uma 
desnaturação (1 min a 94ºC), uma hibridação dos primers (1 min a 60ºC) e uma 
extensão (1 min a 72ºC) e, com um ciclo de extensão final (10 min a 72ºC). O 
produto amplificado foi conservado a -20ºC até à sua utilização. 
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Tabela 8. Primers utilizados para amplificar o gene hsp65  
Primer Sequência 5´!3´ Tm (ºC) Referência 
Tb11 ACCAACGATGGTGTGTCCAT 63,68 
Tb12 CTTGTCGAACCGCATACCCT 63,73 
179 
 
A eficiência da amplificação foi avaliada através duma electroforese dos 
produtos de amplificação num gel de agarose 1,5% (m/v) (Invitrogen S.A, Barcelona, 
Espanha) corado com SYBR® Safe (Invitrogen S.A, Barcelona, Espanha). Em cada 
poço foram aplicados 7 µl de amostra ou de um marcador de peso molecular 
HyperLadder™ IV (100 - 1000 pb) (Bioline Ltd, Londres, Reino Unido). As amostras 
são constituídas por 3 µl de cada produto amplificado, 2 µl de tampão de aplicação 
(0,25% Azul bromofenol; 0,25% Xileno cianol; 15% Ficoll; 120 mM EDTA) e 2 µl 
H2O; e o controlo por 0,5 µl de marcador de peso molecular, 2 µl de tampão de 
aplicação e 4,5 µl de água. 
A migração do ADN no gel foi efectuada em tampão Tris/Borato/EDTA pH 8 
(doravante designado por TBE: 4,45 mM Tris-base; 4,45 mM ácido bórico; 0,125 mM 
EDTA;) com uma voltagem constante de 100 V (Fonte de alimentação - Pharmacia) 
durante cerca de 30 min. No final, o gel foi observado no Transiluminador Gel Doc 
2000 (Bio Rad Laboratories Ltd.) e a sua imagem foi registada. O produto de PCR foi 
utilizado para sequenciação e digestão enzimática com as enzimas de restrição 
BstEII e HaeIII. 
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3.3. Amplificação de um fragmento do gene 16S rRNA 
Os primers (Tabela 9) utilizados na amplificação do fragmento de 976 pb do 
gene 16S rRNA foram desenhados com recurso ao software Beacon Designer 7.0 
(Premier Biosoft International, Palo Alto, USA). 
A reacção de PCR foi realizada num termociclador Light Cycler versão 5.32 
(Roche Biochemicals, Mannheim, Germany). A reacção de amplificação foi realizada 
num volume final de 15 µl contendo: 2 µl DNA master SYBR Green [DNA Master 
SYBR Green Kit (Roche Diagnostic)]; 4 mM MgCl2; 0,3 µM de cada primer 
(Invitrogen S.A, Barcelona, Espanha); 5 µl (! 25 ng) de ADN e um volume de água 
destilada estéril que permita perfazer o volume final da reacção. Em cada ensaio 
foram introduzidos um controlo negativo e um controlo positivo constituídos por água 
destilada e ADN de uma estirpe de referência Mycobacterium avium (ATCC 25291). 
As condições de amplificação foram as seguintes: desnaturação inicial (10 min 
a 95ºC) seguida de 32 ciclos de hibridação (5 s a 61ºC) e extensão (39 s a 72ºC) 
com aquisição da fluorescência emitida a 530 nm, seguido de um programa de 
curvas de fusão (doravante designado por melting) durante 30 s a 60ªC. A 
amplificação terminou com o arrefecimento durante 30s a 40ºC. O produto 
amplificado foi conservado a -20ºC até à sua utilização. 
A confirmação da eficiência da amplificação foi feita através da análise das 
curvas de amplificação e de melting. 
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Tabela 9. Primers utilizados para amplificar o fragmento do gene 16S rRNA  
Primer Sequência 5´!3´ Tm (ºC) Posição (pb)i 
16S F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 63,61 8 a 27 
16S R GTAAGGTTCTKCGCGTTGC 63,64 984 a 966 
i no gene 16S rRNA da Escherichia coli 
 
3.4. Sequenciação dos genes hsp65 e 16S rRNA 
Os produtos de amplificação obtidos foram purificados com o kit JETQUICK 
PCR Purification Spin (Genomed GmbH, Löhne, Alemanha), segundo instruções do 
fabricante. Resumidamente, para 30 µl de amostra adicionou-se 120 µl da solução 
H1 (tampão de ligação à coluna). O volume total foi transferido para uma coluna de 
purificação, centrifugado a 18.000 xg (Centrífuga 5415D, Eppendorf) durante 1 min, 
tendo sido rejeitado o eluído. Foi realizada outra centrifugação (1 min a 15.000 xg) e 
desprezou-se o eluído. Foram adicionados 500 µl da solução H2 (tampão de 
lavagem) reconstituída previamente com etanol à coluna e centrifugou-se (1 min a 
15.000 xg). A coluna de purificação foi depois transferida para um tubo colector de 
1,5 ml ao qual se adicionou 30 µl de tampão TE (tampão de eluição). Este foi 
centrifugado 2 min a 15.000 xg. O produto purificado foi conservado a -20ºC até à 
sua utilização. 
Os produtos purificados foram posteriormente sujeitos a sequenciação 
enzimática. Os primers utilizados na reacção e sequenciação foram os descritos nas 
tabelas 8 e 9. Para o gene 16S rRNA (mais de 600 pb) foram preparadas duas 
misturas, uma com o primer forward, outra com o primer reverse. 
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A reacção de sequenciação foi realizada para um volume final de 10 µl 
contendo 2 µl de Big Dye® Terminator 1.1 (Applied Biosystems, Inc.), 1 µl de cada 
primer (0,5 µM), um volume de ADN compreendido entre 0,5 e 7 µl correspondendo 
a 2,5 a 10 ng de ADN purificado e água destilada estéril, quando necessária para 
completar o referido volume. O programa de sequenciação consistiu num ciclo inicial 
de desnaturação (30 s a 96ºC), seguido de 25 ciclos constituídos por uma 
desnaturação (10 s a 96ºC), uma hibridação (5 s a 50ºC) e uma extensão (4 min a 
60ºC). Estas reacções foram realizadas num termociclador GeneAmp! PCR System 
9700 (Applied BioSystems, Inc.). 
Após a reacção de sequenciação os produtos foram centrifugados a baixa 
rotação e sujeitos a sequenciação automática num sequenciador ABI PRISM® 
3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Inc.) na Unidade de Tecnologia e 
Inovação do INSA. 
As sequências de nucleótidos dos genes hsp65 e 16S rRNA, foram analisadas 
recorrendo ao programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9. 
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).  
As sequências consenso geradas, de cada estirpe, foram comparadas com as 
sequências de nucleótidos da base de dados do GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) recorrendo à aplicação BLAST, Basic Local Alignment 
Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)14. Adicionalmente, as sequências 
consenso do gene 16S rRNA serão comparadas com as sequências da base de 
dados EzTaxon (http://www.eztaxon.org/) e RIDOM - The Ribosomal Differentiation 
of Microorganisms (http://rdna.ridom.de/) e as do gene hsp65 na base dados Web-
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Accessible Database of hsp65 Sequences from Mycobacterium Reference Strains 
(http://msis.mycobacteria.info)37,51,70. 
 
4. ANÁLISE DE PADRÕES DE RESTRIÇÃO DO GENE hsp65 AMPLIFICADO 
POR PCR (PRA)  
4.1. Digestão do ADN com as enzimas de restrição BstEII e HaeIII 
Após a amplificação, procedeu-se à digestão dos produtos de PCR, positivos 
para a presença dos fragmentos de 440 pb do gene hsp65, com a endonuclease de 
restrição BstEII (Roche Diagnostic) que reconhece o local de restrição G"GTNACC 
e com a endonuclease de restrição HaeIII (Roche Diagnostic) que reconhece o local 
de restrição GG"CC.  
A mistura reaccional, para cada enzima, foi realizada num volume final de 15 
µl contendo: 1,25 µl de tampão da enzima [10X SuRE/Cut Buffer M (HaeIII) ou B 
(BstEII) (Roche Diagnostic)]; 0,5 µl de enzima de restrição (BstEII ou HaeIII); 10 µl 
de ADN e água destilada estéril. A digestão foi efectuada durante 90 minutos em 
tubos selados, de forma a minimizar as perdas por evaporação, a 60ºC para a 
enzima BstE ou a 37ºC para a enzima HaeIII. 
 
4.2. Análise da digestão do fragmento do gene hsp65 pelas enzimas BstEII e 
HaeIII 
A eficiência da digestão do fragmento do gene hsp65 foi efectuada através da 
monitorização da migração das amostras (10 µl dos produtos da reacção 
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adicionados de 4 µl de tampão de aplicação) e do controlo (marcador de peso 
molecular HyperLadder™ V com fragmentos de ADN de 25-500 pb (Bioline Ltd, 
Londres, Reino Unido), num gel a 3,0% de MetaPhor! Agarose (Cambrex Bio 
Science Rockland, Inc.) em tampão TBE 0,5X. A migração foi efectuada a 120V 
(Fonte de alimentação - Pharmacia) durante cerca 2,5h. O gel foi corado com 5 µl de 
SYBR® Safe DNA Gel Stain (10,000x) (Invitrogen S.A, Barcelona, Espanha) e 
visualizado no Transiluminador Gel Doc 2000 (Bio Rad Laboratories Ltd.) tendo a 
sua imagem sido registada. De forma a minimizar erros no cálculo dos tamanhos 
dos fragmentos das amostras inerentes à migração das amostras no gel procedeu-
se à aplicação do marcador em ambas as extremidades do gel.  
Os tamanhos das bandas dos fragmentos foram estimados através do programa 
QuantyOne 4.3.0 (Bio Rad Laboratories Ltd.), cuja normalização foi feita usando o 
marcador de peso molecular como referência. Os fragmentos foram comparados 
com os padrões de PRA descritos na literatura e através da página electrónica 
PRASITE23,35,40,43,49,54,68,99,101,102,107,126,156,157,163,179,193. 
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Anexo I: Classificação das espécies de MNT de acordo com o risco de infecção 
 
 
 
Tabela 10. Classificação das espécies MNT de acordo com o risco de infecção em seres 
humanos (Grupos de Risco I e II). 
Grupo de Risco I Grupo de Risco II 
M. agri M. mageritense M. abscessus M. lentiflavum 
M. aichiense M. moriokaense  M. asiaticum M. lepraemurium  
M. alvei M. murale M. avium M. malmoense 
M. aurum M. neoaurum M. boenickei M. marinum 
M. austroafricanum M. obuense M. branderi M. monacense 
M. bohemicum M. parafortuitum M. brisbanense M. montefiorense 
M. botniense  M. parmense M. canariasense M. mucogenicum 
M. brumae M. peregrinum M. celatum  M. neworleansense 
M. chitae  M. phlei  M. chelonae M. nonchromogenicum 
M. chlorophenolicum M. poriferae M. chimaera M. novocastrense  
M. chubuense M. psychrotolerans M. conspicuum M. palustre 
M. confluentis M. pulveris M. elephantis M. parascrofulaceum 
M. cookii M. rhodesiae M. farcinogenes M. paratuberculosis  
M. diernhoferi M. sphagni M. flavescens M. porcinum 
M. doricum M. terrae  M. fortuitum  M. saskatchewanense  
M. duvalii M. thermoresistibile  M. gastri  M. scrofulaceum 
M. fallax M. tokaiense  M. genavense M. senegalense 
M. frederiksbergense M. triviale M. goodii M. septicum  
M. gadium M. tusciae  M. haemophilum  M. shimoidei 
M. gilvum M. vanbaalenii M. heckeshornense M. shottsii 
M. gordonae  M. heidelbergense M. simiae 
M. hassiacum  M. houstonense  M. smegmatis 
M. hiberniae   M. immunogenum  M. szulgai 
M. hodleri  M. interjectum M. triplex  
M. holsaticum   M. intermedium M. vaccae  
M. komossense  M. intracellulare M. wolinskyi  
M. lacus  M. kansasii M. xenopi  
M. madagascariense  M. kubicae  
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Tabela 11. Espécies MNT que ainda não foram classificadas (2011). 
M. algericum M. nebraskense 
M. aromaticivorans M. noviomagense 
M. arosiense  M. pallens 
M. arupense M. phocaicum  
M. aubagnense M. pseudoshottsii 
M. bolletii  M. pyrenivorans 
M. colombiense M. riyadhense 
M. conceptionense M. rufum 
M. cosmeticum M. rutilum 
M. crocinum M. salmoniphilum 
M. europaeum M. senuense 
M. florentinum  M. seoulense 
M. fluoranthenivorans M. setense 
M. insubricum M. sherrisii 
M. kumamotonense M. shinjukuense 
M. kyorinense M. stomatepiae 
M. llatzerense M. vulneris 
M. massiliense  
 
 
Tabela 12. Espécies de Mycobacterium pertencentes ao grupo de risco III 
 
Grupo de Risco III 
M. bovis 
M. leprae 
M. microti 
M. pinnipedii 
M. tuberculosis 
M. ulcerans 
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Anexo  II – Características fenotípicas das estirpes estudadas 
 
 
Tabela 13. Propriedades das estirpes de Mycobacterium. 
Relações térmicas Cresc. Pigmento 
ID  
30ºC 37ºC 42ºC + 7dias Obsc. Lum. 
Class. 
Runyon 
E1 - + - + - - CLN 
E2 + + - - - - CRN 
E3 + + + - - - CRN 
E4 + + - + + + CLE 
E5 - + - + - - CLN 
E6 - + - + - - CLN 
E7 + + - + + + CLE 
E8 + + + - - - CRN 
E9 + + - - - - CRN 
E10 + + + + - - CLN 
E11 + + + + - - CLN 
E12 + + - - - - CRN 
E13 + + - - - - CRN 
E14 - + + + - - CLN 
E15 + + - - - - CRN 
E16 + + - + + + CLE 
E17 + + - + + + CLE 
E18 + + - + + + CLE 
E19 + + - + + + CLE 
E20 + + + - - - CRN 
E21 + + + - - - CRN 
E22 + +/- - + + + CLE 
E23 + + - + - - CLN 
E24 - + - + - - CLN 
E25 + + - + + + CLE 
E26 + + + - - - CRN 
E27 + + + - + + CRE 
E28 + + - + + + CLE 
E29 + + - + + + CLE 
E30 + + - + + + CLE 
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Tabela 13.Propriedades das estirpes de Mycobacterium (Continuação). 
Relações térmicas Cresc. Pigmento 
ID  
30ºC 37ºC 42ºC + 7dias Obsc. Lum. 
Class. 
Runyon 
E31 - + - + - - CLN 
E32 + + - - - - CRN 
E33 + + - - + + CRE 
E34 + + - - - - CRN 
E35 + + - + + + CLE 
E36 + + - + - - CLN 
E37 + + - - - - CRN 
E38 + + - - - - CRN 
E39 + + - + + + CLE 
E40 + + + - - - CRN 
E41 - + - + - - CLN 
E42 + + - + + + CLE 
E43 - + - + - - CLN 
E44 - + - + - - CLN 
E45 - + - + - - CLN 
E46 - + - + - - CLN 
E47 - + - + - - CLN 
E48 - + - + - - CLN 
E49 + - - + - + CLF 
E50 + + - - - - CRN 
E51 + + - - - - CRN 
E52 + + - + + + CLE 
E53 - + - + - - CLN 
E54 + + + - - - CRN 
 
Legenda: ID: identificação da estirpes; + resultado positivo; - resultado negativo; CLE (Crescimento 
Lento Escotocromogénica); CLF (Crescimento Lento Fotocromogénica); CLN (Crescimento Lento 
Não-cromogénica); CRE (Crescimento Rápido Escotocromogénica; CRN (Crescimento Rápido Não-
cromogénica). 
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Anexo III – Algoritmo dos padrões PRA-hsp65  
 
 
 
BstEII    HaeIII   Espécie Tipo Class. Runyon 
          
   195 90 60   M. confluentis 1 CRN 
   180 145     M. gilvum 1 CRE 
   175 90 60   M. gadium  1 CRE 
   175 90     M. tusciae  1 CLE 
   170 130     M. triviale 1 CLN 
   160 90 60   M. vaccae 1 CRE 
   160 85 55   M. flavescens 3 CRE 
   145 130     M. florentinum 1 CLN 
   145 130     M. lentiflavum 1 CLE 
   145 130     M. simiae 5 CLF 
   145 90 60 50 M. komossense 1 CRE 
   145 90 60   M. parafortuitum 1 CRE 
   145 70 60 55 M. brumae 1 CRN 
   140 100 60 50 M. holsaticum 1 CRE/CRN 
   140 60 50   M. novocastrense 1 CRF 
   140 55 50   M. flavescens 1 CRE 
   135 130 65   M. duvalii 1 CRE 
   130 115 70 60 M. aurum 2 CRE 
   130 105 70   M. szulgai 1 CLE 
440 
   125 105 60   M. nebraskense 1 CLE 
               
 265 130     M. leprae 1  
 200 70 60 55 M. immunogenum 2 CRN 
 200 60 55 50 M. chelonae 1 CRN 
 160 110     M. haemophilum 1 CLN 
 145 70 60 55 M. immunogenum 1 CRN 
 140 130 50   M. elephantis 1 CRE 
  140 95 80   M. cosmeticum 1 CRE 
  140 90 80   M. canariasense 1 CRN 
  140 65 60   M. mucogenicum 1 CRN 
  130 115 60 50 M. botniense 1 CLE 
320 130 
  125 95 80   M. lacus 1 CLN 
 
Figura 7. Algoritmo dos padrões PRA-hsp65 baseados na análise dos fragmentos de 441 pb do gene 
hsp65. Padrões BstEII: 440 pb; 320/130 pb. 
 Coluna 1 e 2: tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restrição BstEII e HaeIII. Coluna 3: 
nome da espécie de Mycobacterium. Coluna 4: tipo de padrão PRA-hsp65. Coluna 5: CLE-
Crescimento Lento Escotocromogénica; CLF-Crescimento Lento Fotocromogénica; CLN-Crescimento 
Lento Não-cromogénica; CRE-Crescimento Rápido Escotocromogénica; CRN-Crescimento Rápido 
Não-cromogénica. (Adapatado de35). 
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BstEII    HaeIII   Espécie Tipo Class. Runyon 
          
  245 140     M. fluoranthenivorans 1 CRN 
  195 70 60 50 M. aichiense 1 CRE 
  185 145     M. fallax 1 CRN 
  185 140     M. terrae 2 CLN 
  180 160 55   M. frederiksbergense 1 CRE 
  180 130     M. terrae 1 CLN 
  175 90 60   M. sphagni 1 CRN 
  170 140     M. neoaurum 1 CRE 
  170 140     M. parafortuitum 2 CRN 
  160 125 60   M. rhodesiae 1 CRE 
  145 140 60   M. diernhoferi 1 CRE 
  145 130 60   M. montefiorense 1 CLN 
  145 130 50   M. triplex 1 CLN 
  145  130     M. cookii 1 CLE 
 145 130     M. lentiflavum  2 CLE 
  145 130     M. simiae  4 CLF 
  145 80 60   M. aubagnense 1 CRN 
  145 65 60   M. mucogenicum 2 CRN 
  145 65 60   M. phocaicum 1 CRN 
  145 60 50   M, arupense 1 CLN 
  140 135 50   M. pulveris 1 CRN 
  140 90 60   M. chitae 1 CRN 
  140 90 60   M. mucogenicum 3 CRN 
  140 90 60   M. nonchromogenicum 2 CLN 
  140 60 50   M. terrae 3 CLN 
  130 115 60   M. gordonae 4 CLE 
  130 110 70 60 M. gordonae  8 CLE 
  130 110 70   M. kumamotonense 1 CLN 
  130 95 75 60 M. kansasii 5 CLF 
320 115 
  125 105     M. genavense 1 CLN 
               
               
240 120 100 130 70 45 10 M. noviomagense  1 CLN 
               
 
Figura 8. Algoritmo dos padrões PRA-hsp65 baseados na análise dos fragmentos de 441 pb do gene 
hsp65. Padrões BstEII: 320/115 pb; 240/120/100 pb. 
Coluna 1 e 2: tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restrição BstEII e HaeIII. Coluna 3: 
nome da espécie de Mycobacterium. Coluna 4: tipo de padrão PRA-hsp65. Coluna 5: CLE-
Crescimento Lento Escotocromogénica; CLF-Crescimento Lento Fotocromogénica; CLN-Crescimento 
Lento Não-cromogénica; CRE-Crescimento Rápido Escotocromogénica; CRN-Crescimento Rápido 
Não-cromogénica. (Adapatado de35). 
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BstEII    HaeIII   Espécie Tipo Class. Runyon 
          
  225 110     M. shottsii 1 CLN 
  200 90 60   M. moriokaense 1 CRN 
  200 70 60 50 M. abscessus 2 CRN 
  200 70 60 50 M. bolletii 1 CRN 
  200 70 60 50 M. massiliense 1 CRN 
  190 105 80   M. ulcerans 2 CLN/CLE 
  185 130     M. genavense 2 CLN 
  185 130     M. simiae  1 CLF 
  180 135 70 50 M. thermorresistibile 1 CRE 
  180 100 50   M. hassiacum 1 CRE 
  160 95 50   M. poriferae 1 CRE 
  160 60 50   M. austroafricanum 1 CRE 
  160 60 50   M. vanbaalenii 1 CRE 
  155 140     M. simiae  2 CLF 
  145 140 100 50 M. peregrinum 1 CRN 
  145 140 75   M. parascrofulaceum 5 CLE 
  145 130 95   M. scrofulaceum 1 CLE 
  145 130 60   M. parmense 1 CLE 
  145 130     M. avium subsp. avium  3 CLN 
  145 130     M. interjectum 1 CLE 
  145 130     M. intermedium 1 CLF 
  145 130     M. intracellulare 3 CLN 
  145 130     M. saskatchewanense 1 CLE 
  145 130     M. seoulense 1 CLE 
  145 130     M. simiae  6 CLF 
  145 110 80   M. pseudoshottsii 1 CLF 
  145 105 80   M. malmoense 2 CLN 
  145 105 80   M. marinum 1 CLF 
  145 105 80   M. ulcerans 1 CLN/CLE 
  145 105     M. bohemicum 1 CLE 
  145 70 60 55 M. abscessus 1 CRN 
  140 125 100 50 M. peregrinum 2 CRN 
  140 125 100 50 M. porcinum 1 CRN 
  140 125 100 50 M. septicum 1 CRN 
  140 125 60 50 M. boenickei 1 CRN 
  140 125 60 50 M. senegalense 3 CRE 
  140 115 70   M. terrae 4 CLN 
  140 105 80   M. intracellulare 2 CLN 
  140 100 60   M. kubicae 1 CLE 
  140 90 60   M. chlorophenolicum 1 CRE 
  140 90 60 55 M. chubuense 1 CRE 
235 210 
  140 90 60   M. conspicuum 1 CLE 
Figura 9. Algoritmo dos padrões PRA-hsp65 baseados na análise dos fragmentos de 441 pb do gene 
hsp65. Padrões BstEII: 235/210 pb. 
Coluna 1 e 2: tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restrição BstEII e HaeIII. Coluna 3: 
nome da espécie de Mycobacterium. Coluna 4: tipo de padrão PRA-hsp65. Coluna 5: CLE-
Crescimento Lento Escotocromogénica; CLF-Crescimento Lento Fotocromogénica; CLN-Crescimento 
Lento Não-cromogénica; CRE-Crescimento Rápido Escotocromogénica; CRN-Crescimento Rápido 
Não-cromogénica. (Adapatado de35). 
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BstEII    HaeIII   Espécie Tipo Class. Runyon 
               
 140 90 60   M. obuense 1 CRE 
 140 80 60 50 M. phlei 1 CRE 
  130 115     M. gordonae  5 CLE 
  130 115     M. heidelbergense 1 CLN 
  130 115     M. interjectum 2 CLE 
  130 105 80 60 M. branderi 1 CLN 
  130 105 80   M. kansasii 1 CLF 
  130 105 60   M. avium subsp. avium  2 CLN 
  130 105 60   M. colombiense 1 CLN 
  130 105     M. avium subsp. avium  1 CLN 
 130 105     
M. avium subsp. 
paratuberculosis 1 CLN 
  130 105     M. avium subsp. silvaticum  1 CLN 
  130 95 80   M. parascrofulaceum 3 CLE 
  130 95     M. palustre 1 CLE 
  130 80 60   M. celatum 1 CLN/CLE 
  120 115 110   M. intracellulare 4 CLN 
235 210 
  115 105     M. asiaticum 1 CLF 
          
          
180 160     M. doricum 1 CLE 
175 80     M. aurum 1 CRE 
160 145 60   M. agri 1 CRN 
160 90 60   M. monacense 1 CRE 
145 140 100 60 M. peregrinum 3 CRN 
145 130     M. simiae  3 CLF 
145 125 60   M. goodii 1 CRN 
145 125 60   M. mageritense 1 CRN 
145 125 60   M. smegmatis 1 CRN 
145 100 50   M. alvei 1 CRN 
145 80 60   M. murale  1 CRN 
140 125 60 50 M. senegalense 2 CRE 
140 125 60   M. wolinski 1 CRN 
140 120 95   M. gordonae  6 CLE 
140 105 70   M. shimodei 1 CLN 
140 80 60   M. hodleri 1 CRE 
140 80 60   M. tokaiense 1 CRE 
130 105 80   M. celatum 2 CLN/CLE 
130 105 70   M. gastri 1 CLN 
130 105 70   M. kansasii 6 CLF 
130 105     M. kansasii 2 CLF 
130 95 70   M. kansasii 3 CLF 
235 130 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
85 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
130 95     M. parascrofulaceum 4 CLE 
Figura 10. Algoritmo dos padrões PRA-hsp65 baseados na análise dos fragmentos de 441 pb do 
gene hsp65. Padrões BstEII: 235/210 pb e 235/130/85 pb. 
Coluna 1 e 2: tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restrição BstEII e HaeIII. Coluna 3: 
nome da espécie de Mycobacterium. Coluna 4: tipo de padrão PRA-hsp65. Coluna 5: CLE-
Crescimento Lento Escotocromogénica; CLF-Crescimento Lento Fotocromogénica; CLN-Crescimento 
Lento Não-cromogénica; CRE-Crescimento Rápido Escotocromogénica; CRN-Crescimento Rápido 
Não-cromogénica. (Adapatado de35). 
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BstEII    HaeIII   Espécie Tipo Class. Runyon 
               
               
160 115 60   M. gordonae  9 CLE 
160 105 60   M. heckeshornense 1 CLE 
155 110     M. gordonae  7 CLE 
145 130 60   M. chimaera 1 CLN 
145 130 60   M. intracellulare 1 CLN 
145 130     M. lentiflavum  3 CLE 
145 105 80   M. malmoense 1 CLN 
140 125 100   M. brisbanense 1 CRN 
140 60     M. hiberniae 1 CLE 
130 115     M. gordonae  3 CLE 
235 120 
 
 
 
 
 
100 
 
 
 
 
 
130 110 95   M. gordonae  10 CLE 
               
215 110     M. gordonae  2 CLE 
180 140 50   M. senegalense 4 CRE 
160 115 60   M. gordonae  1 CLE 
160 105 60   M. xenopi 1 CLN 
150 130 70   M. tuberculosis complex 1 CLN 
145 130     M. sherrisii 1 CLN 
145 120 60 55 M. fortuitum  1 CRN 
145 120 60 55 M. fortuitum subsp. acetamidolyticum 1 CRN 
145 60 55   M. nonchromogenicum 2 CLN 
140 125 60 55 M. conceptionense 1 CRN 
140 125 60 55 M. farcinogenes 1 CLN 
140 125 60 50 M. houstonense 1 CRN 
140 125 60 50 M. neworleanense 1 CRN 
140 125 60 50 M. senegalense 1 CRE 
140 120 60 55 M. fortuitum 2 CRN 
140 95     M. parascrofulaceum 1 CLE 
135 90 85   M. fortuitum 3 CRN 
130 115 75 60 M. kansasii 4 CLF 
130 95     M. lentiflavum  4 CLE 
235 120 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
85 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
130 95     M. parascrofulaceum 2 CLE 
 
Figura 11. Algoritmo dos padrões PRA-hsp65 baseados na análise dos fragmentos de 441 pb do 
gene hsp65. Padrões BstEII: 235/120/100 pb e 235/120/85 pb. 
Coluna 1 e 2: tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restrição BstEII e HaeIII. Coluna 3: 
nome da espécie de Mycobacterium. Coluna 4: tipo de padrão PRA-hsp65. Coluna 5: CLE-
Crescimento Lento Escotocromogénica; CLF-Crescimento Lento Fotocromogénica; CLN-Crescimento 
Lento Não-cromogénica; CRE-Crescimento Rápido Escotocromogénica; CRN-Crescimento Rápido 
Não-cromogénica. (Adapatado de35). 
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Anexo IV- Resultados da identificação das estirpes  
 
 
Tabela 14. Sumário dos resultados da identificação das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotípicos. 
Métodos moleculares Métodos fenotípicos 
16S rRNA hsp65 Relações térmicas (ºC) ID. 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBank
a 
Web 
Databaseb 
PRA-hsp65 
C
re
sc
. e
m
 
7 
di
as
 
30 37 42 Pi
gm
en
to
 
C
la
ss
if.
 Resultado 
final 
M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. 
avium 2 
- - + - N CLN M. avium E1 
     M. colombiense 1        
M. chelonae M. chelonae M. salmoniphilum M. chelonae M. chelonae M. chelonae 1 + + + - N CRN M. chelonae 
 M. abscessus M. chelonae           
E2 
  M. abscessus 
subsp. bolletii 
          
M. fortuitum M. fortuitum M. neworleansense M. peregrinum M. peregrinum M. peregrinum 2 + + + + N CRN M. fortuitum 
complex 
M. neworleansense M. porcinum M. porcinum M. porcinum M. porcinum M. porcinum 1        
E3 
M. porcinum     M. septicum 1        
E4 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonaee  M. gordonae 3 - + + - A/L CLE M. gordonae 
M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. 
avium 2 
- - + - N CLN M. avium E5 
     M. colombiense 1        
M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. 
avium 2 
- - + - N CLN M. avium E6 
     M. colombiense 1        
E7 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae 1 - + + - A/L CLE M. gordonae 
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Tabela 14. Sumário dos resultados da identificação das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotípicos (continuação) 
Métodos moleculares Métodos fenotípicos 
16S rRNA hsp65 Relações térmicas (ºC) ID. 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBank
a 
Web 
Databaseb 
PRA-hsp65 
C
re
sc
. e
m
 
7 
di
as
 
30 37 42 Pi
gm
en
to
 
C
la
ss
if.
 Resultado 
final 
M. fortuitum  M. fortuitum  M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum  1 + + + + N CRN M. fortuitum E8 
          M. fortuitum subsp. 
acetamidolyticum 1 
       
M. abscessus  M. abscessus  M. abscessus 
subsp. 
abscessus 
M. abscessus M. abscessus M. abscessus 1 + + + - N CRN M. abscessus 
M. bolletii  M. chelonae  M. abscessus 
subsp. bolletii 
M. chelonae            
M. chelonae  M. chelonae              
E9 
M. massiliense                  
E10 M. 
nonchromogenicum  
M. 
nonchromogenicum  
M. 
nonchromogenicum 
M. 
nonchromogenicum  
M. 
nonchromogenicum  
M. 
nonchromogenicum1 
- + + + N CLN M. 
nonchromogenicum 
M. 
kumamotonense  
M. terrae  M. 
kumamotonense 
M. 
kumamotonense 
M. 
kumamotonense 
M. 
kumamotonense1 
- + + + N CLN M. 
kumamotonense 
E11 
      M. hiberniae             
M. abscessus  M. abscessus  M. abscessus 
subsp. 
abscessus 
M. abscessus  M. abscessus  M. abscessus 1 + + + - N CRN M. abscessus 
M. bolletii  M. chelonae  M. chelonae M. chelonae             
M. chelonae                   
E12 
M. massiliense                   
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Tabela 14. Sumário dos resultados da identificação das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotípicos (continuação) 
Métodos moleculares Métodos fenotípicos 
16S rRNA hsp65 Relações térmicas (ºC) ID. 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBank
a 
Web 
Databaseb 
PRA-hsp65 
C
re
sc
. e
m
 
7 
di
as
 
30 37 42 Pi
gm
en
to
 
C
la
ss
if.
 Resultado 
final 
M. abscessus  M. abscessus  M. abscessus 
subsp. 
abscessus 
M. chelonae  M. chelonae  M. chelonae 1 + + + - N CRN M. chelonae  
M. bolletii  M. chelonae  M. chelonae               
M. chelonae                    
E13 
M. massiliense                    
E14 M. xenopi  M. xenopi  M. xenopi M. xenopi M. xenopi M. xenopi 1 - - + + N CLN M. xenopi  
M. abscessus  M. abscessus  M. abscessus 
subsp. 
abscessus 
M. abscessus M. abscessus M. abscessus v + + + - N CRN M. abscessus  
M. bolletii  M. chelonae  M. chelonae M. chelonae              
M. chelonae    M. abscessus 
subsp. bolletii 
  
  
            
E15 
M. massiliense                  
M. M. 
lentiflavum   
M. lentiflavum  M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum 1 - + + - A CLE M. lentiflavum  
          M. florentinum 1         
E16 
          M. M. simiae  1         
E17 M. gordonae  M. gordonae  M. gordonae M. gordonae M. gordonaee  M. gordonae 3 - + + - A/L CLE M. gordonae  
E18 M. gordonae  M. gordonae  M. gordonae M. gordonae M. gordonaee  M. gordonae 3 - + + - A/L CLE M. gordonae  
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Tabela 14. Sumário dos resultados da identificação das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotípicos (continuação) 
Métodos moleculares Métodos fenotípicos 
16S rRNA hsp65 Relações térmicas (ºC) ID. 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBank
a 
Web 
Databaseb 
PRA-hsp65 
C
re
sc
. e
m
 
7 
di
as
 
30 37 42 Pi
gm
en
to
 
C
la
ss
if.
 Resultado 
final 
E19 M. gordonae  M. gordonae  M. gordonae M. gordonae M. gordonaee  M. gordonae 3 - + + - A/L CLE M. gordonae 
M. fortuitum  M. fortuitum  M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum 1 + + + + N CRN M. fortuitum E20 
          M. fortuitum subsp. 
acetamidolyticum 1 
       
M. fortuitum  M. fortuitum  M. fortuitum  M. fortuitum  M. fortuitum  M. fortuitum 1 + + + + N CRN M. fortuitum E21 
          M. fortuitum subsp. 
acetamidolyticum 1 
       
E22 M. nebraskense  M. malmoense  M. nebraskense M. nebraskense M. nebraskense M. nebraskense 1 - + - - A CLE M. nebraskense 
E23 M. arupense  M. terrae  M. arupense M. arupense M. arupense M. arupense 1 - + + - N CLN M. arupense 
M. avium 
complex  
M.intracellulare  M. marseillense M. intracellulare M. intracellulare M. intracellulare 1 - - + - N CLN M. intracellulare 
M.bouchedurhonense         M. chimaera 1        
M. arosiense                  
M. chimaera                  
M. colombiense                  
M. intracellulare                  
E24 
M. vulneris                  
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Tabela 14. Sumário dos resultados da identificação das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotípicos (continuação) 
Métodos moleculares Métodos fenotípicos 
16S rRNA hsp65 Relações térmicas (ºC) ID. 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBank
a 
Web 
Databaseb 
PRA-hsp65 
C
re
sc
. e
m
 
7 
di
as
 
30 37 42 Pi
gm
en
to
 
C
la
ss
if.
 Resultado 
final 
M. lentiflavum M. lentiflavum  M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum 1 - + + - E CLE M. lentiflavum 
          M. florentinum 1         
E25 
          M. simiae 1         
E26 M. fortuitum  M. fortuitum M. fortuitum Inconclusivo  Inconclusivo  Inconclusivo  + + + + N CRN M. fortuitum  
E27 M. monacense  M. monacense  M. monacense M. monacense M. monacensee  Inconclusivo  + + + + A CRE M. monacense  
E28 M. gordonae  M. gordonae  M. gordonae M. gordonae M. gordonaee  M. gordonae 3 - + + - A/L CLE M. gordonae  
E29 M. gordonae M. gordonae  M. gordonae M. gordonae M. gordonaee  M. gordonae 3 - + + - A/L CLE M. gordonae 
E30 M. gordonae M. gordonae  M. gordonae M. gordonae M. gordonaee  M. gordonae 3 - + + - A/L CLE M. gordonae 
M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium M. avium subsp. 
avium 2 
- - + - N CLN M. avium  
      M.bouchedurhonense  M. avium subsp. 
avium 
M. colombiense 1         
      M. avium complex  M. avium subsp. 
paratuberculosis 
          
E31 
        M.bouchedurhonense           
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Tabela 14. Sumário dos resultados da identificação das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotípicos (continuação) 
Métodos moleculares Métodos fenotípicos 
16S rRNA hsp65 Relações térmicas (ºC) ID. 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBank
a 
Web 
Databaseb 
PRA-hsp65 
C
re
sc
. e
m
 
7 
di
as
 
30 37 42 Pi
gm
en
to
 
C
la
ss
if.
 Resultado 
final 
M. abscessus  M. abscessus  M. abscessus 
subsp. abscessus 
M. abscessus  M. abscessus  M. abscessus 1 + + + - N CRN M. abscessus  
M. bolletii  M. chelonae  M. abscessus 
subsp. bolletii 
M. chelonae              
M. chelonae    M. chelonae               
E32 
M. massiliense                    
E33 M. 
frederiksbergense 
 
M. 
fluoroanthenivorans 
 
M. 
frederiksbergense 
 
M. neoaurume M. neoaurume Inconclusivo  + + + - A/L CRE 
M. 
frederiksbergense 
M. abscessus  M. abscessus  M. abscessus 
subsp. abscessus 
M. abscessus  M. abscessus  M. abscessus 1 + + + - N CRN M. abscessus  
M. bolletii  M. chelonae  M. abscessus 
subsp. bolletii 
M. chelonae              
M. chelonae    M. chelonae               
E34 
M. massiliense    M.immunogenum               
E35 M. gordonae  M. gordonae  M. gordonae M. gordonae M. triplexe 
  
M. gordonae 8 - + + - A/L CLE M. gordonae  
E36 M. arupense  M. terrae  M. arupense M. arupense M. arupense M. arupense 1 - + + - N CLN M. arupense  
M. peregrinum  M.peregrinum M. septicum M. peregrinum  M. peregrinum  M. peregrinum 1 + + + - N CRN M. peregrinum  E37 
M. septicum  M. septicum                  
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Tabela 14. Sumário dos resultados da identificação das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotípicos (continuação) 
Métodos moleculares Métodos fenotípicos 
16S rRNA hsp65 Relações térmicas (ºC) ID. 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBank
a 
Web 
Databaseb 
PRA-hsp65 
C
re
sc
. e
m
 
7 
di
as
 
30 37 42 Pi
gm
en
to
 
C
la
ss
if.
 Resultado 
final 
M. abscessus  M. abscessus  M. abscessus 
subsp. 
abscessus 
M. abscessus M.  abscessus M. abscessus 1 + + + - N CRN M. abscessus  
M. bolletii  M. chelonae  M. abscessus 
subsp. bolletii 
M. chelonae              
M. chelonae    M. chelonae               
E38 
M. massiliense                    
M. lentiflavum  M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum 1 - + + - A CLE M. lentiflavum  
          M. florentinum 1         
E39 
          M. simiae 5         
E40 M. fortuitum  M. fortuitum M. fortuitum  M. fortuitum  M. fortuitum  M. fortuitum 1 + + + + N CRN M. fortuitum  
M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium subsp. 
avium 2 
- - + - N CLN M. avium  E41 
          M. colombiense 1         
E42 M. gordonae  M. gordonae  M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae 1 - + + - A/L CLE M. gordonae  
M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium subsp. 
avium 2 
- - + - N CLN M. avium  E43 
          M. colombiense 1         
M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium subsp. 
avium 2 
- - + - N CLN M. avium  E44 
          M. colombiense 1         
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Tabela 14. Sumário dos resultados da identificação das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotípicos (continuação) 
Métodos moleculares Métodos fenotípicos 
16S rRNA hsp65 Relações térmicas (ºC) ID. 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBank
a 
Web 
Databaseb 
PRA-hsp65 
C
re
sc
. e
m
 
7 
di
as
 
30 37 42 Pi
gm
en
to
 
C
la
ss
if.
 Resultado 
final 
M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium subsp. 
avium 2 
- - + - N CLN M. avium  E45 
          M. colombiense 1         
M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium subsp. 
avium1 
- - + - N CLN M. avium  
          M. avium subsp. 
paratuberculosis1 
        
E46 
          M.avium subsp. 
silvaticum 1 
        
M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium  M. avium subsp. 
avium 1 
- - + - N CLN M. avium  
          M. avium subsp. 
paratuberculosis 1 
        
E47 
          M. avium subsp. 
silvaticum 1 
        
E48 M.avium complex 
M. arosiense 
M. colombiense 
M. intracellulare  
M. marseillense  
M.intracellulare 
  
 
M. marseillense 
  
  
 
M. avium 
M. 
saskatchewanensee  
 
M. triplex 
M. seoulens 
M. 
saskatchewanense 
M. avium subsp. 
avium 2 
M. colombiense 1 
 
  
- - + - N CLN M.avium 
complex 
  
  
  
  
 M. marinum   M. marinum   M. marinum   M. marinum  M. marinum  M. malmoense 2 - + - - N CLF M. marinum  
 M. ulcerans  M. ulcerans  M. ulcerans  M. ulcerans M.pseudoshottsi M. marinum 1         
E49 
       M.pseudoshottsi  M. ulcerans 1         
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Tabela 14. Sumário dos resultados da identificação das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotípicos (continuação) 
Métodos moleculares Métodos fenotípicos 
16S rRNA hsp65 Relações térmicas (ºC) ID. 
GenBanka RIDOMb EzTaxonc GenBank
a 
Web 
Databaseb 
PRA-hsp65 
C
re
sc
. e
m
 
7 
di
as
 
30 37 42 Pi
gm
en
to
 
C
la
ss
if.
 Resultado 
final 
M. chelonae M. abscessus  M. abscessus 
subsp. abscessus 
M. chelonae M. chelonaee  M. chelonae 1 + + + - N CRN M. chelonae  
  M. chelonae  M. abscessus 
subsp. bolletii 
              
E50 
    M. chelonae               
M. chelonae M. chelonae M. chelonae 1 + + + - N CRN M. chelonae 
              
              
E51 M. abscessus  
M. bolletii  
M. chelonae 
M. massiliense  
 
M. abscessus  
M. chelonae  
  
  
M. abscessus 
subsp. abscessus 
M. abscessus 
subsp. bolletii 
M. chelonae               
E52 M. gordonae  M. gordonae  M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae 1 - + + - A/L CLE M. gordonae  
M. intracellulare  M.intracellulare  M. chimaera M. intracellulare  M. intracellulare  M. intracellulare 1 - - + - N CLN M. intracellulare  E53 
          M. chimaera 1         
M. fortuitum  M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum 1 + + + + N CRN M. fortuitum  E54 
          M. fortuitum 
subsp. 
acetamidolyticum1 
        
Legenda: (+) indica a existência de crescimento nas condições indicadas; (-) indica a ausência de crescimento nas condições indicadas; (N) não-
cromogénica; (A) amarela; (L) laranja. As bases de dados utilizadas na identificação das MNT estão disponíveis nos seguintes endereços electrónicos: 
aGenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov.); bRIDOM (http://rdna.ridom.de/); cEzTaxon (http://www.eztaxon.org/); dWeb-Accessible Database of hsp65 
Sequences from Mycobacterium Reference Strains (http://msis.mycobacteria.info) e eIdentificado uma percentagem de similariedade inferior a 99%. 
